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RIASSUNTO 
 
La sclerosi multipla (SM) è una malattia infiammatoria demielinizzante cronica che 
colpisce il sistema nervoso centrale (SNC), con maggiore frequenza nei giovani adulti, 
la cui prevalenza raggiunge in Sardegna valori tra i più elevati al mondo. La SM ha 
un’eziologia complessa e dibattuta; si ritiene che i fenomeni immunopatologici che la 
caratterizzano vengano innescati, in soggetti geneticamente predisposti, da fattori 
ambientali, principalmente virali. 
Diversi virus sono stati correlati alla patogenesi immuno-mediata della SM, proposti 
come possibili co-fattori ambientali scatenanti, tra i quali gli Herpesvirus, in particolare 
il virus di Epstein-Barr (EBV), l’Herpesvirus umano 6 (HHV-6), ed i retrovirus 
endogeni umani (HERV) della famiglia HERV-W. Tra questi ultimi in particolare 
MSRV (MS-associated retrovirus), in grado di produrre virioni extracellulari, con 
proprietà gliotossiche, superantigeniche e fusogene, responsabile in vivo 
dell’immunopatogenicità mediata dalle cellule T, ed ERVWE-1, un retroelemento 
HERV-W difettivo, in grado di esprimere solo la proteina env, detta anche sincitina-1. 
In diversi studi è stata rilevata, sia nel plasma che nel liquor (CSF ) dei pazienti SM, la 
presenza di MSRV e la sua stretta correlazione con l‘andamento della malattia. Inoltre 
MSRV/HERV-Wenv è iper-espresso negli astrociti delle lesioni SM rispetto ai controlli 
(sani e patologici). La sincitina-1 invece, oltre ad avere un importante ruolo fisiologico 
durante le prime fasi della gravidanza, sembra anche avere un ruolo patologico, quando 
la sua espressione avviene a livello del tessuto nervoso centrale. 
Per quanto concerne gli Herpesvirus e SM, gli studi più consistenti riguardano 
l’EBV. Studi sieroepidemiologici ed immunologici hanno evidenziato un'alterata 
immunoreattività per EBV in pazienti SM. Inoltre studi longitudinali hanno mostrato 
che il titolo anticorpale anti-EBV aumenta molto prima dell'esordio della SM; ciò indica 
che l'aumentata immunoreattività per EBV è un evento precoce nella SM, più che una 
conseguenza della malattia. Inoltre, nelle meningi di un gruppo di pazienti con SM 
secondaria-progressiva (quindi in fase avanzata di malattia) sono stati evidenziati 
follicoli linfoidi ectopici ricchi di infiltrati di cellule B e plasmacellule EBV(+). In 
diversi modelli in vitro, alcuni Herpesvirus sono capaci di attivare l'espressione di 
retroelementi; in particolare è stato documentato che EBV può attivare HERV-K18 in 
cellule B, tramite il legame della glicoproteina recettoriale EBVgp350 con il recettore 
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cellulare CD21, che attiva la trasduzione del segnale mediata dall'attivazione del fattore 
di trascrizione NF-kB. Questi dati ci hanno fatto ipotizzare che EBV possa attivare 
anche HERV-Wenv. 
Sulla base di queste premesse è stato condotto uno studio utilizzando due modelli 
cellulari: la linea astrocitaria U-87MG e le cellule mononucleate del sangue periferico 
(PBMC), da soggetti MSRV-positivi. 
Per quanto riguarda la linea astrocitaria (U-87 MG), inizialmente abbiamo valutato 
gli effetti del virus EBV in toto, in esperimenti di co-coltivazione degli astrociti con le 
cellule EBV-producenti B95-8; successivamente sono stati valutati gli effetti della 
proteina EBVgp350.  
I risultati ottenuti evidenziano che la co-coltivazione in vitro con cellule EBV-
producenti determina un aumento dell’espressione di MSRVenv e di sincitina-1. Tale 
effetto si verifica anche in seguito al trattamento delle stesse cellule con la proteina 
recettoriale EBVgp350. Al contrario, la pre-incubazione della proteina con il suo 
anticorpo neutralizzante specifico determina la perdita dell’attività stimolatoria sui due 
retroelementi, confermandone la specificità d’azione. Sono stati studiati alcuni possibili 
meccanismi molecolari dell’azione di EBV sui suddetti retrovirus endogeni. Il 
silenziamento del fattore di trascrizione NF-κB, tramite RNA interferente contro la 
subunità p65 (siRNA-p65) ed il successivo trattamento con la gp350 nelle U-87MG, 
mostrano il blocco della via trasduttiva, con conseguente riduzione dell’espressione dei 
trascritti di MSRVenv e di sincitina-1. 
Per quanto riguarda le PBMC, inizialmente abbiamo valutato gli effetti della proteina 
EBVgp350 sull’espressione dei due retroelementi HERV-W. I risultati ottenuti 
evidenziano, anche in questo caso, che la proteina determina un aumento 
dell’espressione di MSRVenv e di sincitina-1. Dato che le PBMC sono costituite da 
varie sottopopolazioni cellulari, abbiamo studiato quale fosse l’effetto della suddetta 
proteina sull’espressione dei due geni di interesse, nelle diverse sottopopolazioni 
cellulari. Pertanto PBMC di donatori MSRV-positivi sono state separate nelle 
sottopopolazioni monocitaria, B, T ed NK, ed esposte separatamente alla EBVgp350. I 
dati ottenuti mostrano che l’aumento di espressione di MSRVenv e di sincitina-1 
avviene a carico di linfociti B, NK e monociti (e anche di monociti differenziati in 
macrofagi (MDM), ma non dei linfociti T. 
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I dati della presente tesi, rafforzano l’ipotesi di un possibile coinvolgimento di 
retrovirus endogeni della famiglia HERV-W nella patogenesi della SM. 
2. INTRODUZIONE 
2.1. I retrovirus 
Nel 1980 fu scoperto il primo retrovirus patogeno per l’uomo, l’HTLV (Poiesz et 
al.,1980), ma l’attenzione mondiale nei confronti di questi virus iniziò nel 1983 con la 
scoperta dell’HIV(Gallo e Montagnier, 1987). 
Sono stati individuati numerosi retrovirus, che vengono riuniti nell’ampia famiglia 
delle Retroviridae. I retrovirus sono molto diffusi nel regno animale e infettano gran 
parte dei vertebrati. Essi mostrano tropismo per numerosi tessuti e sono associati a 
diverse malattie, tra cui disturbi neurologici ed immunodeficienza, con infezioni a lungo 
decorso, che possono indurre viremia cronica anche senza effetti patologici evidenti. 
Essi sono caratterizzati da un peculiare ciclo vitale che consente loro, una volta penetrati 
nella cellula da infettare, di retrotrascrivere il proprio RNA genomico in DNA e di 
integrarlo nel DNA cromosomico dell’ospite. La forma integrata del DNA virale, il 
provirus, funge da stampo per la formazione di nuovo RNA virale che darà origine alle 
proteine che si assemblano a dare, assieme al genoma, la progenie virale.  
Al di là di tutte le differenze che si possono riscontrare all’interno di questa famiglia, 
i vari retrovirus presentano importanti omologie nella struttura del virione, del genoma e 
nelle strategie di replicazione. Per quanto riguarda il genoma, le dimensioni variano da 
8 a circa 11 kb; esso è costituito da due molecole identiche di RNA a singolo filamento. 
Queste ultime presentano, in modo molto simile all’mRNA cellulare, all’estremità 5' il 
gruppo “cap” e all’estremità 3' la sequenza di poliadenilazione. L’ordine dei geni che 
codificano per le proteine strutturali è 5’-gag-pol-env-3’(Figura 1) 
 
 
 
Figura 1. Genoma di un retrovirus. 
R: regione R (18-250 pb) formata da sequenze ripetute ad entrambe le estremità del genoma; U5: (75-250 
pb) sequenza non-codificante in 5’; PBS: Primer Binding Site (sito di legame del tRNA primer); Leader: 
sequenza non-tradotta (90-500 pb) a valle del punto di inizio di trascrizione presente in 5' di tutti i mRNA 
del virus. PPT: Polypurine tract (regione polipurinica) responsabile dell'inizio della trascrizione inversa 
del filamento +; U3: sequenza non-codificante in 3’. 
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Il virione, grossolanamente sferico, è costituito da un involucro pericapsidico di ~100 
nm di diametro, composto da uno strato proteico interno addossato ad un doppio strato 
fosfolipidico orientato, in cui sono localizzate delle proteine multimeriche. Queste 
proteine, codificate dal gene env, derivano dall’associazione di due subunità e mediano 
l’adsorbimento e la fusione con la membrana citoplasmatica della cellula ospite. Il 
capside è costituito da tre o quattro proteine strutturali codificate dal gene gag, più altre 
proteine fondamentali nel processo di replicazione. Tra queste, due prodotti del gene 
pol: la trascrittasi inversa, implicata nella conversione della singola elica di RNA in una 
doppia elica di DNA ed un’integrasi, necessaria per l’integrazione del virus, sotto forma 
di provirus, nel DNA dell’ospite. 
Per quanto riguarda il ciclo di replicazione, questo consiste in due fasi: nella prima si 
ha l’ingresso del retrovirus nella cellula ospite, la retrotrascrizione e l’integrazione del 
genoma virale nel DNA cellulare; in questa fase il retrovirus possiede un corredo 
genomico a doppia elica di DNA e le sequenze geniche sono fiancheggiate da due 
regioni LTR (Long Terminal Repeat) (Figura 1). Nella seconda fase, che può seguire 
subito la prima o avvenire dopo un periodo variabile di latenza, si ha l’attivazione dei 
meccanismi utili alla replicazione del genoma virale ed alla formazione di un nuovo 
virione infettivo.  
Dal 1966 la classificazione dei virus è soprintesa dal Comitato Internazionale per la 
Tassonomia dei Virus (ICTV, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/Ictv/index.htm). 
Attualmente viene utilizzato un sistema di classificazione “misto” in cui si tiene conto 
dei caratteri primari (tipologia dell’acido nucleico; simmetria dimensioni del capside; 
presenza o meno del pericapside), delle caratteristiche architettoniche del genoma (che 
definiscono la classe secondo Baltimore e di altre proprietà, come le dimensioni del 
capside e del genoma, la presenza o assenza di oncogéni, o di altre caratteristiche di tipo 
patologico (Balda E. et al.,2010; Coffin JM. 1992).  
L’ICTV ha suddiviso le Retroviridae in sette generi, riportati in Tabella 1: 
• Il gruppo degli Alfaretrovirus comprende i virus aviario dell’eritroblastosi; 
• il gruppo dei Betaretrovirus comprende il virus del tumore mammario del topo 
(MMTV), isolato sia in forma esogena che endogena; sequenze correlate, ma 
difettive, sono state trovate anche negli esseri umani; 
• il gruppo dei Gammaretrovirus comprende numerosi virus esogeni ed endogeni, 
contenenti oncogéni. Il genoma umano è ricco di provirus endogeni strettamente 
correlati ai retrovirus di questo gruppo, ed è stata dimostrata in vitro l’attività 
replicativa di alcune delle forme isolate (Christensen et al., 2002);  
• il gruppo dei Deltaretrovirus comprende diversi virus esogeni associati a disturbi 
neurologici e al linfoma dei linfociti T negli esseri umani adulti; 
• il gruppo degli Epsilonretrovirus comprende il virus del sarcoma di walleve 
(lucioperca nordamericana, Stizostedion vitreum); 
• i Lentivirus comprendono diversi virus esogeni implicati in disturbi immunologici e 
neurologici come il virus dell’immunodeficienza acquisita della scimmia (SAIDS) e 
dell’uomo (AIDS); 
• Gli Spumavirus. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
T
Tabella 1. Suddivisione in generi della famiglia delle Retroviridae. 
Genere Esempi Caratteristiche 
Alpharetrovirus AEV Virus aviario dell’eritroblastosi 
Betaretrovirus MMTV Virus del tumore mammario del 
topo 
Virus esogeni ed endogeni 
Gammaretovirus 
FeLV 
Virus della leucemia felina 
Virus esogeni ed endogeni 
Deltaretrovirus BLV Virus della leucemia dei bovini 
 HTLV-I, HTLV-II Causa il linfoma delle cellule T 
umane dell’adulto 
Epsilonretrovirus WDSV Virus del sarcoma del “walleye” 
(lucioperca nordamericana, 
Stizostedion vitreum) 
Lentivirus HIV-1, HIV-2 Causa l’AIDS nell’uomo 
 SIV Causa immunodeficienza acquisita 
nella scimmia 
Spumavirus HSRV (spumaretrovirus 
umano) 
Orfani di malattia 
Virus esogeni ed endogeni 
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2.2 I retrovirus endogeni 
Il DNA umano contiene varie sequenze di elementi endogeni inseritisi nel genoma 
attraverso meccanismi di retrotrascrizione (Temin, 1985), che vengono ereditate come 
geni mendeliani stabili (Coffin, 1993; Dolei, 2006; Ono, 1990; Wilkinson et al., 1994). 
Essi sono residui di agenti retrovirali esogeni, integratisi in passato nelle cellule 
germinali dei progenitori degli attuali vertebrati e che, in parallelo con l’evoluzione, 
sono stati trasmessi da una generazione all’altra, spesso con perdite, danni, 
riarrangiamenti di parti variabili del genoma provirale, proporzionali al tempo 
intercorso dall’infezione originaria (Dolei, 2006; Wilkinson et al., 1994).  
Le sequenze codificanti infatti comprendono solo circa il 3% del genoma umano 
per un totale di circa 30.000-40.000 geni, mentre la gran parte del DNA è composta da 
introni, pseudogeni, duplicazioni e da almeno il 50% di sequenze ripetitive, come 
mostrato nella Fig.2 (Dolei 2006; IHGSC, International Human Genome Sequencing, 
2000). Queste sequenze ripetitive di DNA includono: i geni che codificano per i 
componenti ribosomiali, arrangiati in 150-200 ripetizioni, sequenze molto corte che 
possono essere ripetute fino ad un milione di volte, come il DNA minisatellitare; e gli 
elementi transponibili. Questi possono essere suddivisi in quattro tipi differenti (Bosch 
et al., 2003; Costas, 2002; Deininger et al., 2002; Nelson et al., 2004; Ostertag et al., 
2001; Tristem, 2000 ): 
LINES (Long Interspersed Elements): di 6-8 kb di lunghezza, che possiedono al 
loro interno una sequenza codificante la retrotrascrittasi. Essi rappresentano il 21% circa 
del genoma; 
SINES (Short Interspersed Elements): costituiscono il 13% del genoma, hanno 
una lunghezza di circa 100-300 bp e non codificano la retrotrascrittasi, ma sono capaci 
comunque di replicarsi grazie all’attività retrotrascrittasica di altri elementi. Tra i SINEs 
possiamo citare i pseudo geni, sottoposti ad elaborazione, e le sequenze Alu, presenti in 
elevato numero (circa 105-106 copie) all’interno del genoma umano (Boeke et al., 1988; 
Gabriel e Boeke, 1993; Hutchinson et al., 1989); 
Retrotrasposoni: costituiscono l’8% del genoma e si ritiene possano essere 
correlati ai retrovirus, in quanto presentano diverse similitudini strutturali con questi 
ultimi; è stato infatti osservato che possiedono, oltre alle sequenze LTR, anche siti di 
legame per primers fiancheggianti regioni correlate ai geni gag e pol. Tra i 
retrotrasposoni sono stati inclusi i retrovirus endogeni (ERV); 
Trasposoni a DNA: costituiscono il 3% circa del genoma. 
 
Figura 2. Composizione del genoma umano (Dolei, 2006). 
Fra le classi di sequenze ripetitive sono quindi da annoverare le tracce (frammenti di 
sequenze) di infezioni ancestrali da retrovirus esogeni umani (HERV) (Bosch et al., 
2003; Costas, 2002; Deininger e Batzer, 2002; Nelson et al., 2004). 
Finora sono stati identificati approssimativamente 40.000 HERV, incluse LTR 
isolate e troncate; tali elementi non sono distribuiti in modo uniforme nel genoma 
umano, ma si presentano con maggior frequenza nei cromosomi 4, 20, X e soprattutto Y 
(Kim et al., 2004). Essi vengono raggruppati in tre classi, classe I, II e III, in base 
all’omologia di sequenza con i retrovirus esogeni animali, rispettivamente 
corrispondenti a Gammaretrovirus, Betaretrovirus e Spumaretrovirus (Wilkinson et al., 
1994). Inoltre essi vengono suddivisi in almeno 31 famiglie, acquisite 
indipendentemente dal genoma umano (Antony et al., 2010; Belshaw et al., 2005; Dolei 
e Perron, 2009; Kim et al., 2004; Tristem 2000; Villesen et al., 2004).  
Non esiste una nomenclatura standard per gli HERV, quella sistematica più comune 
usa la specificità aminoacidica del tRNA utilizzato come primer per l’inizio della 
reazione di trascrizione inversa, indicata aggiungendo il codice di una lettera come 
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suffisso all’acronimo HERV (Bannert et al., 2004): per esempio, HERV-W usa un 
tRNA primer specifico per il triptofano, mentre HERV-K usa un tRNA specifico per la 
lisina.  
Si ritiene che l’integrazione dei retrovirus endogeni nella linea germinale umana si 
sia verificata circa tra i 2 e 70 milioni di anni fa (Antony et al., 2010; Hughes e Coffin, 
2001).  
La maggior parte delle sequenze HERV sono altamente difettive, ma in alcuni casi 
sono anche stati descritti provirus completi, che hanno mantenuto la struttura classica 
del genoma retrovirale, es. geni capsidici (gag), o per la polimerasi/proteasi (pol) o per 
il pericapside (env), o tutti e tre i geni, tra due regioni terminali LTR (long terminal 
repeat) (Dolei, 2006; Dolei e Perron, 2009; Pavlicek et al., 2002). Tuttavia, la maggior 
parte di questi elementi ha perso nel tempo (30-60 milioni di anni) gran parte delle 
sequenze originali, sulle quali ogni tipo di mutazione può aver avuto luogo, come anche 
l’accumulo nel genoma di versioni di elementi inattivi, mutate o con delezioni (IHGSC, 
2000). Col passare del tempo, alcuni elementi trasponibili sono diventati inattivi, mentre 
altri hanno mantenuto la loro mobilità entro il genoma ed inserendosi in modo casuale 
nei geni cellulari ed entro i vari allotipi di geni polimorfi, possono aver determinato 
modifiche genetiche stabili ed ereditabili (Dolei, 2006). 
È stato stimato che una mutazione umane ogni 600 è causata da eventi di 
retrotrasposizione e che fino ad una mutazione su 1100 ed una su 1500 sono causate da 
Alu e LINE1, rispettivamente (Costas, 2002; Deininger et al., 2002; Ostertag et al., 
2001). Le inserzioni Alu sono state associate ad un gran numero di malattie, tra le quali 
cancro al seno, morbo di Huntington, a-gammaglobulinemia ed emofilia, mentre le 
inserzioni LINE1 sono state associate alla distrofia muscolare ed alla emofilia. Anche 
gli HERV sono potenziali e significativi agenti mutageni (Nelson et al., 2004; Ostertag 
et al., 2001). Un esempio ne è la distrofia muscolare congenita del tipo Fukutin-
Fukuyama (FCMD): questa malattia, dovuta ad un disordine autosomico recessivo, è 
caratterizzata da distrofia muscolare congenita, associata a malformazioni cerebrali 
(Fukuyama et al., 1981). 
Per lungo tempo si è ritenuto, erroneamente, che gli HERV fossero elementi privi di 
valore presenti nel DNA umano. Oggi invece è noto che si verifica trascrizione di 
mRNA di HERV in differenti tipi di cellule e tessuti umani e, in alcuni casi, possono 
essere prodotte proteine e particelle virali, con un potenziale ruolo sia fisiologico che 
13 
 
patologico (Christensen 2010; Perron e Lang, 2010; Voisset et al., 2008). L’espressione 
degli HERV si ritiene venga regolata dalle loro LTR o da promotori genici vicini 
(Schon et al., 2001) ed i livelli e schemi di espressione variano tra gli individui 
(Anderson et al., 1996). Il numero di copie e il genotipo dei retrovirus endogeni umani 
può variare all’interno sia dei singoli individui che delle popolazioni, in relazione alla 
pressione selettiva subita (Dolei e Perron 2009; Perron e Lang, 2010).  
In alcuni casi la presenza di questi genomi estranei ereditati ancestralmente è stata 
sfruttata dall’ospite a proprio vantaggio in importanti processi fisiologici, subendo 
quindi un processo di selezione positiva durante l’evoluzione. A questo proposito sono 
stati riportati differenti possibili effetti benefici (Dolei, 2006).  
Alcuni eventi di trasposizione possono aver modificato l’espressione genica, dando 
all’ospite vantaggi selettivi quali: il blocco del recettore retrovirale, interferenza causata 
da RNA nonsenso e proprietà fusogene ed immunosoppressive (Nelson et al., 2004). 
Inoltre le LTR degli HERV hanno potenti proprietà di regolazione della trascrizione, 
tanto che possono agire da promotori di geni cellulari ed interagire con oncogeni. 
Parecchie centinaia di geni umani hanno segnali di terminazione della trascrizione che 
derivano da sequenze LTR. Cis-elementi sensibili alle citochine e agli steroidi si 
trovano in gran parte delle LTR; parecchi geni umani vengono regolati in fase di 
trascrizione da LTR di HERV, quali quelli che codificano per l’amilasi salivare ZNF80, 
il citocromo c1, la fosfolipasi A2-L (Larsson e Anderson, 1998). Segnali per splicing 
alternativo di geni umani potrebbero derivare da integrazione con le LTR. I potenziali 
effetti benefici delle LTR potrebbero rappresentare un equilibrio funzionale per la 
regolazione specifica dei geni nel genoma ospite, mentre i cambiamenti accumulati 
nella regolazione genica sono importanti nel processo di speciazione (Dolei, 2006). Di 
conseguenza l’integrazione degli HERV entro i geni potrebbe aver contribuito 
all’evoluzione delle proteine (Dolei, 2006). 
Altri benefici dovuti alla presenza degli HERV nel genoma riguardano la gravidanza. 
Diversi studi hanno dimostrato che la proteina sincitina-1 [codificata dal gene env del 
locus ERVWE-1, un retroelemento incapace di replicazione appartenente alla famiglia 
HERV-W, situato sul cromosoma 7q21-22 (Blaise et al., 2003; 2004; Blond et al., 
1999.)] è espressa nella placenta umana nelle prime fasi della gravidanza ed è 
responsabile della fusione dei trofoblasti nello strato multinucleato di sincizioblasti 
placentari, permettendo così l’impianto dell’embrione (Mi et al., 2000; Muir et al., 
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2004). La sincitina-1 può essere considerata come un marcatore specifico dei trofoblasti 
umani (Malassinè et al., 2004).  
È stato ipotizzato che l’espressione della proteina env degli HERV in gravidanza 
possa giocare un ruolo importante nella soppressione della risposta immunitaria materna 
contro l’insediamento fetale (Rote et al., 2004; Villareal, 1997). Infatti le sequenze env 
presentano una regione potenzialmente immunosoppressiva, la quale sembra correlata a 
quella delle proteine pericapsidiche di retrovirus esogeni quali HIV (Rote et al., 2004). 
Gli HERV costituiscono possibili fattori patogenetici sia agendo come entità 
cromosomiali (geni/prodotti genici) e sia come retrovirus quando vengono attivati 
(Christensen, 2010). Esistono diverse evidenze di un collegamento tra HERV e malattie 
umane. Espressione di specifici HERV é stata infatti osservata in diversi tipi di cancro; 
nelle malattie autoimmuni, come per esempio l’artrite reumatoide, la psoriasi, il lupus 
eritematoso sistemico (LES) ed in neuropatologie come la SM e la schizofrenia 
(Christensen, 2010). Generalmente, nel corso dell’evoluzione, hanno operato processi di 
selezione negativa, sfavorendone la patogenicità, rendendo gli HERV difettivi, inattivi o 
silenziandoli attraverso meccanismi genetici quali per esempio la formazione di 
conformazioni superavvolte della cromatina e la metilazione del DNA (Perron e Lang, 
2010). In questo ultimo caso la metilazione avviene a livello delle LTR (5’LTR, 3’LTR 
o solo LTR) che contengono gli elementi regolatori incluso il promotore virale presente 
nella subregione LTR U3 (Gimenez et al., 2009). 
 La possibile riattivazione di questi elementi può essere determinata da molteplici 
fattori genetici e ambientali (Christensen, 2010; Perron e Lang, 2010). 
 
2.3 Virus di Epstein-Barr (EBV) 
Il virus di Epstein-Barr (EBV) è un herpesvirus, sottofamiglia Gammaherpesvirinae, 
chiamato nella nomenclatura ufficiale Herpesvirus umano 4. Esso fu scoperto nei primi 
anni Sessanta in cellule di linfoma, coltivate in laboratorio, provenienti da biopsie di 
tumori effettuate da Burkitt su bambini africani con tumore alla mascella (Ascherio e 
Munger, 2010). Successive ricerche hanno rilevato che il virus è presente in tutte le 
popolazioni e infetta il 90% degli individui durante le primi anni di vita (Ascherio e 
Munger, 2010), ed ha inoltre la capacità unica di infettare, attivare e persistere in stato 
latente nei linfociti B dell’individuo infettato per tutta la sua vita. L’EBV è un virus 
abbastanza grande, con genoma a DNA, di 150-200 ηm di diametro; l’acido nucleico è 
costituito da una doppia elica lineare, con più di 172 Kb, contenuto in un capside a 
struttura icosaedrica di circa 100 ηm di diametro, con 162 capsomeri. Il pericapside, a 
struttura lipoproteica, ha forma irregolare e viene acquisito durante la gemmazione del 
virus dalla membrana nucleare della cellula ospite (Henle et al., 1987). Il genoma virale 
è costituito da una regione corta ed una lunga, entrambe uniche, con sequenze terminali 
ripetute multiple che, probabilmente, permettono la circolarizzazione del DNA (Figura 
3). 
 
Figura 3.Genoma di EBV 
 
 Il genoma non è espresso contemporaneamente nella sua interezza, ma: l’EBV 
esegue programmi distinti di espressione che portano all’attivazione di geni diversi 
durante la fase latente e litica.  
 Nella fase latente i geni attivi sono quelli che codificano per EBNA1 (Epstein-Barr 
Nuclear Antigen), EBNA2, EBNA3 e tutti i geni che codificano per proteine di 
membrana LMP1, LMP2, LMP2A  
 EBNA è un gruppo di 6 prodotti proteici codificati da geni EBV. Sebbene tutti i 
prodotti dei geni EBNA conosciuti siano espressi, in vitro, nei linfociti B infetti in modo 
latente, c’è una considerevole variazione nell’espressione di questi prodotti nelle cellule 
infettate da EBV in vivo. I prodotti EBNA hanno in comune diverse caratteristiche oltre 
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all’origine nucleare e all’espressione durante la latenza: tutti sono polimorfici, cioè la 
loro struttura differisce da un ceppo di virus all’altro (Ozawa, et al. 1994; Pohl et al. 
2006), e molti di loro sono proteine leganti il DNA (Cohen, et al. 2000; Hafler et al. 
2004). L’antigene LMP, invece, è espresso su tutte le cellule infettate ed è compatibile 
con la crescita cellulare continua. E’ noto che, in seguito all’infezione di cellule B 
quiescenti da parte di EBV, LMP è espresso subito dopo l’EBNA.  
 In fase litica ad essere attivi sono i geni EBV-MA, EBV-EA e i geni EBV-VCA. Il 
gene EBV-MA esprime gli antigeni di membrana responsabili del legame del virus al 
recettore e della fusione dell’involucro virale con la membrana cellulare. EBV-EA 
codifica per gli antigeni precoci, Early Antigens (EA), che sono un gruppo di 
componenti non strutturali la cui produzione non richiede sintesi di DNA virale 
(Frohman et al, 2006). Il gene EBV-VCA attivo determina l’espressione del complesso 
antigenico (VCA) che comprende i componenti strutturali del capside virale sintetizzati 
in una cellula infettata al termine del ciclo litico. 
 Generalmente l’infezione primaria, che si verifica attraverso il contatto con la saliva 
infetta, risulta asintomatica nei bambini, mentre in più del 40% degli adolescenti ed 
adulti si manifesta come mononucleosi infettiva (MI), una malattia linfoproliferativa di 
breve risoluzione (due settimane circa) (Ascherio e Munger, 2010). In una prima fase, a 
livello delle tonsille, l’EBV penetra nei linfociti B naive ed esprime le proteine della 
latenza (le proteine EBNA e LMP 1 e 2), che attivano i linfociti B, che proliferano 
diventando linfoblasti (programma di crescita o programma III di latenza). 
Successivamente questi linfoblasti migrano nei follicoli dove si differenziano in cellule 
B della memoria. Durante questa fase l’EBV esprime le proteine EBNA1, LMP1 e 
LMP2a (programma di latenza II o di default). Dopo la differenziazione in cellule B 
della memoria, non viene espressa nessuna proteina virale (programma di latenza I), 
eccetto l’EBNA1 durante la divisione cellulare, importante per la trasmissione del 
genoma virale alla cellula figlia. In questa fase la mancanza di produzione di proteine 
virali consente al virus di persistere nei linfociti B della memoria sfuggendo all’azione 
dei linfociti T citotossici. Periodicamente, a livello delle tonsille si ha riattivazione del 
virus. In questo caso, le cellule B della memoria infette si differenziano in 
plasmacellule, ed EBV dà inizio al ciclo litico, con produzione di virus completo, che 
infetta le cellule epiteliali dove, replicandosi ad elevati livelli, viene immesso nella 
saliva, e il ciclo ricomincia (Ascherio e Munger, 2010; Pender 2010). 
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 L’ingresso del virus nella cellula bersaglio è possibile in seguito al legame con il 
recettore cellulare CD21, una glicoproteina di 140 Kd. Il legame di EBV al CD21 è 
mediato da una glicoproteina virale di superficie, la gp350/220, che non solo media 
l’adsorbimento, ma anche la fase iniziale della penetrazione (Henle et al., 1987). Dopo 
l’adsorbimento, il virus penetra nella cellula, grazie ad un processo di endocitosi, e si 
ritrova in vescicole a membrana liscia (Paludan et al. 2002). L’EBV, una volta penetrato 
nella cellula, perde il suo rivestimento e il genoma penetra nel nucleo dove 
generalmente viene represso e può vivere allo stato latente, cioè non induce la 
produzione di particelle virali nei linfociti infettati, e non provoca la morte della cellula 
ospite (Fingeroth et al.1984; Henle et al. 1987; Tosato et al.1981).  
Nelle linee cellulari trasformate, il DNA virale può indurre la produzione di nuove 
proteine che si ritrovano sia nel nucleo sia sulla membrana plasmatica della cellula 
ospite (Fingeroth et al.1984; Henle et al. 1987). Queste non sono proteine strutturali, ma 
costituiscono, comunque, una frazione antigenica; la più importante e quantitativamente 
più rappresentata di queste è l’antigene nucleare EBNA. 
Nelle cellule infettate che, spontaneamente o sperimentalmente, vanno incontro al 
ciclo litico, si ha la produzione di molti altri antigeni e anche particelle virali di 
progenie. L’assemblaggio delle particelle virali avviene all’interno del nucleo dal quale 
gemmano assumendo il pericapside e successivamente passano nel citoplasma e 
fuoriescono dalla cellula ospite attraverso probabilmente i sistemi di secrezione 
cellulare.  
L’EBV è implicato in diverse malattie autoimmuni, come dimostrato fin dal 1971 
con l’aumento dei titoli anticorpali EBV-specifici in pazienti LES (Evans 1971). 
Recenti studi dimostrano che nei pazienti con malattie autoimmuni le risposte umorali, 
cellulari EBV-specifiche e la regolazione della persistenza virale in cellule della 
memoria infettate da EBV sono alterate (Ascherio et al., 2001;Gross, et al., 2005; Kang, 
2004; Lunemann, et al., 2006; Tosato et al.,1981; Tsokos, et al., 1983). 
In effetti, EBV è un candidato biologicamente plausibile, dal momento che è 
onnipresente in natura, è in grado di stabilire una infezione latente per tutta la vita ed è 
in grado di riattivarsi, modulando il sistema immunitario. Nella sua capacità di alterare 
il sistema immunitario, EBV infetta le cellule B determinando il loro differenziamento 
in cellule B della memoria, e stimola forti risposte delle cellule T, dovute alla presenza 
cronica degli antigeni virali (Lunemann et al., 2007). 
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2.4. La Sclerosi Multipla (SM) 
La SM è una malattia infiammatoria demielinizzante cronica che colpisce il sistema 
nervoso centrale (SNC), con maggiore frequenza nei giovani adulti; la prevalenza della 
malattia raggiunge in Sardegna valori tra i più elevati al mondo (Pugliatti et al. 2001; 
2008; Rosati, 2001,).  
I sintomi della malattia sono causati da lesioni a carico della sostanza bianca del 
SNC, in seguito alla distruzione delle guaine mieliniche che rivestono gli assoni 
neuronali, dovute ad un “eccesso di difesa” dei linfociti T CD4+ contro le proteine della 
mielina, sia direttamente, che tramite la produzione di citochine proinfiammatorie (es. 
TNF-α, IFN-γ, ecc) nel parenchima del SNC dei pazienti SM. Tali citochine, a loro 
volta, reclutano cellule infiammatorie non specifiche e cellule B producenti anticorpi 
anti-mielina, che amplificano il danno tissutale (Kouwenhoven et al. 2002; Teleshova et 
al. 2002). Al processo demielinizzante, il cui meccanismo base è quindi un danno di 
tipo immunopatologico (Holfeld et al., 1995; 2004), sono associati altri danni tissutali, 
come alterazione della barriera emato-encefalica, distruzione degli oligodendrociti ed 
astrocitosi, mentre viene generalmente mantenuta l'integrità dell'assone (Lassmann et al. 
1999; 2007; Rodriguez et al., 1993; Weinshenker et al., 1989). 
Qualsiasi regione del SNC può essere sede di infiammazione e di demielinizzazione, 
ma, soprattutto agli esordi della malattia, si nota una prevalente distribuzione dei focolai 
infiammatori in sede perivascolare (Katz et al., 1993; Noseworthy et al., 2000). Questo 
evento è stato associato all’insorgere di lesioni nella barriera emato-encefalica in 
seguito all'attivazione dei linfociti T (Gay e Esiri, 1991; Lassmann et al., 1994); in 
prossimità delle lesioni attive si ha il successivo accumulo di altre cellule del sistema 
immunitario e di citochine, che, insieme ai linfociti T, promuovono una massiccia 
risposta (auto)immunitaria (Lassmann et al., 2007; Sharief e Thompson, 1992). Tra le 
cellule implicate, si attribuisce grande importanza ai macrofagi, all'interno dei quali 
sono stati ritrovati prodotti di degradazione della mielina (Li et al., 1993), ed ai linfociti 
B, che producono un elevato numero di anticorpi, che possono essere rilevati nel liquor 
dei soggetti colpiti (Franciotta et al., 2008; Prineas e Wright, 1978). L’attivazione dei 
linfociti T e delle cellule della microglia è responsabile, inoltre, della produzione di 
radicali dell’ossigeno, che contribuiscono alla distruzione degli oligodendrociti (Carson, 
2002). 
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Le regioni danneggiate del SNC possono andare incontro, soprattutto nei primi anni 
di malattia, ad un processo di parziale rimielinizzazione, attivato dagli astrociti, evento 
che può determinare un parziale ripristino della normale conduzione assonale (Prineas 
et al., 1993; Noseworthy et al., 2000). In genere, comunque, la demielinizzazione è 
seguita da un processo di cicatrizzazione, dovuto all'accumulo di tessuto connettivale 
secreto dagli astrociti stessi; è per questo motivo che le lesioni assumono l'aspetto tipico 
di placche sclerotiche o di gliosi (Herndon et al., 1970). 
I sintomi della SM sono numerosi e determinati dal rallentamento o dal blocco nella 
conduzione assonale dell'impulso nervoso. A causa della varia distribuzione delle 
placche sclerotiche e della loro distanza, gli effetti demielinizzanti possono essere molto 
diversi. Infatti, l'insorgere di più lesioni contemporaneamente in diverse regioni del 
cervello e del midollo spinale, porta ad una serie di effetti combinati, dall'esito 
imprevedibile (Poser et al., 1979; Shibasaki et al., 1981; Noseworthy et al., 2000). 
Esistono determinati disturbi tipici e immediatamente riconducibili alla SM; altri sono 
rari, ma comunque dipendenti dal processo demielinizzante e quindi dall’alterata 
trasmissione dell’impulso nervoso. 
I danni più frequenti sono generalmente localizzati a livello dei nervi ottici, delle vie 
piramidali e delle vie sensitive. Alcune delle conseguenze di queste lesioni sono: neurite 
ottica, spasticità degli arti, parestesie ed affaticabilità a carico degli arti, soprattutto 
inferiori. Lesioni a livello del cervelletto e del tronco dell’encefalo possono spesso dare 
origine a nistagmo, diplopia, vertigini e alterata articolazione della parola. 
I sintomi della SM possono essere compatibili con una normale vita sociale oppure 
portare rapidamente ad invalidità; questo dipende da svariati fattori tra cui gli anni 
trascorsi dall’esordio della malattia, considerato che i sintomi si aggravano con il 
passare degli anni, il tipo di patologia e le regioni del SNC che vengono colpite.  
La diagnosi clinica di SM si basa sull’evidenza clinica di lesioni a carico della 
sostanza bianca del SNC; queste devono essersi verificate ad almeno un mese di 
distanza l’una dall’altra, l'età del paziente deve essere compresa tra 10 e 60 anni e ci si 
deve assicurare che i sintomi non siano dovuti ad altre patologie. La diagnosi clinica 
può essere coadiuvata da analisi paracliniche, come la risonanza magnetica (RM), la 
rilevazione di BOC (bande oligoclonali, costituite da anticorpi, soprattutto IgG) nel 
liquor e la misurazione dei potenziali evocati. Per stabilire la diagnosi di SM, 
documentare il decorso della malattia e valutare gli effetti del trattamento cui i pazienti 
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sono stati sottoposti, sono stati messi a punto dei criteri diagnostici standard (Poser et 
al., 1983), che possono essere utilizzati dai neurologi di tutto il mondo in associazione 
con scale di disabilità (Kurtzke, 1983).  
Attualmente, il grado di severità della SM (cioè gli scompensi neurologici prodotti 
dal danno anatomico che subisce il tessuto nervoso) si valuta soprattutto sulla base della 
scala di disabilità istituita dal neurologo americano Kurtzke: “Expanded Disability 
Status Scale” (EDSS), mostrata nella tabella 2. Nell’EDSS si analizzano 8 sistemi 
funzionali: Piramidale, Cerebellare, Asse Cerebrale, Sensoriale, Intestinale, Sfinteri, 
Visivo, Cerebrale. Questa scala è una misura riassuntiva di “impairment” (insieme dei 
deficit neurologici), “disability” (limitazioni del paziente nelle attività della vita 
quotidiana) ed “handicap” (limitazioni nelle attività sociali e lavorative), molto utile per 
definire l’impatto della malattia sulla vita di relazione dell’individuo e per controllare 
l’effetto delle eventuali terapie. 
La SM è una malattia che si presenta con decorso clinico notevolmente variabile da 
paziente a paziente e che può assumere andamento: primariamente progressivo (P/P), 
recidivante/remittente (R/R) o secondariamente progressivo (S/P) (Schumacher et al., 
1965; Weinshenker et al., 1989; Noseworthy et al., 2000). Generalmente i primi sintomi 
compaiono in età giovanile (< 25 anni) ed assumono andamento R/R: si manifestano 
cioè saltuariamente, e gradualmente scompaiono sino ad un attacco successivo. La 
distanza tra un episodio recidivante e l’altro, così come la durata di ognuno, è variabile 
ed imprevedibile, ma in genere la frequenza aumenta con gli anni e con essa aumenta la 
disabilità. Il decorso R/R può divenire S/P in un secondo momento; in questo caso i 
sintomi non recedono e la disabilità può insorgere anche dopo pochi anni dall’esordio 
della malattia. Il decorso P/P si presenta con estrema gravità sin dal primo episodio e 
può portare rapidamente a disabilità. 
 
2.5 Epidemiologia della SM 
Alcuni studi indicano che la distribuzione della SM nel mondo segue un gradiente 
latitudinale; in altre parole che vi siano zone ad alta, media e bassa prevalenza, 
associabili ad una data latitudine (Kurtzke, 1993); altri studi rifiutano però quest’ipotesi, 
in relazione ai risultati epidemiologici discordanti da loro ottenuti (Dean et al., 1979; 
Rosati, 1994). 
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Un esame critico sui dati più recenti riguardanti la prevalenza della SM ha portato a 
riconsiderare alcuni concetti precedentemente accettati, il più importante dei quali 
riguarda la constatazione che i fattori genetici rivestono un’importanza fondamentale 
nell’insorgenza della malattia (Rosati, 2001), anche se il ruolo dei fattori ambientali sta 
emergendo sempre di più. (Ascherio e Munger, 2007a; 2007b; Pugliatti et al., 2008). La 
rarità della SM tra alcuni gruppi etnici e razziali, così come l’alto rischio tra altri gruppi, 
indicano chiaramente che la suscettibilità genetica alla malattia varia nei diversi gruppi 
ed è un determinante fondamentale della disomogenea distribuzione geografica della 
malattia nel mondo. La geografia della SM deve essere interpretata in termini di una 
distribuzione discontinua di alleli di suscettibilità genetica, la cui frequenza relativa può 
tuttavia essere influenzata da variazioni della concentrazione di fattori ambientali 
(Rosati, 2001). 
La SM è rara in Asia e nelle regioni tropicali e subtropicali, mentre nelle regioni con 
clima temperato la sua incidenza e prevalenza aumenta con la latitudine sia a nord che a 
sud dell’equatore (Ascherio e Munger, 2007a). Al di là di ogni incongruenza, è stato 
accertato che esistono realmente zone ad alta, media e bassa frequenza, anche se non è 
dimostrabile l’associazione con il gradiente latitudinale. Le zone ad alta frequenza sono 
definite a probabile alto rischio (prevalenza: 30-60 casi/100.000 abitanti; incidenza 3-5 
casi/100.000 abitanti/anno), ne sono esempi il Nord Europa, il Nord-America, la Nuova 
Zelanda ed l’Australia del Sud (Kurtzke, 1993). Tra le zone a media frequenza sono 
state incluse: il Sud-America, i paesi del Mediterraneo (fatta eccezione per l’Italia, 
considerata ad alta frequenza), l’Arabia Saudita ed il Kuwait; i valori di prevalenza in 
questi paesi oscillano tra 5 e 15 per 100.000 abitanti. Nelle zone a bassa frequenza i 
valori di prevalenza si aggirano intorno a 0-4 casi/100.000 abitanti e sono stati rilevati 
in alcune aree dell’Asia e dell’Africa, in Alaska, e nelle regioni Caraibiche (Kurtzke, 
1993; Rosati, 1994). 
I fattori genetici contribuiscono a chiare la distribuzione della SM nel mondo, ma da 
soli non sono in grado di spiegare la variazione del rischio di contrarre la malattia, tra 
soggetti appartenenti alla stessa popolazione, che migrano da zone a bassa a zone a 
elevata prevalenza di SM (Ascherio e Munger, 2007a). L’incidenza della SM negli 
emigranti tende ad essere intermedia tra quella del loro paese di nascita e quella del 
paese di residenza, e più vicina a quest’ultimo quando la migrazione è avvenuta 
nell’adolescenza. Inoltre è stata osservata una variazione del rischio di SM in relazione 
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alla direzione della migrazione. Il rischio di contrarre la malattia, infatti, si riduce negli 
individui che migrano dalle aree ad alto a quelle a basso rischio(Ascherio e Munger, 
2007a;). 
L’incidenza della SM in Italia è di 4–6 nuovi casi/100000 persone/anno, con una 
tendenza ad aumentare in alcune regioni ( Granieri et al., 2007; Pugliatti et al., 2001; 
2005). 
Gli studi epidemiologici hanno anche dimostrato che la SM è più frequente tra le 
donne rapporto femmine-maschi 2,5:1,5, con una tendenza a raggiungere valori più 
elevati negli ultimi lavori (Orton et al., 2006) e che il decorso clinico della malattia 
sembra preferenzialmente R/R nel sesso femminile e primariamente progressivo nel 
sesso maschile (Noseworthy, 1999). 
 
2.6. Eziologia della SM 
Nonostante i numerosi studi neuropatologici e gli anni di continue ricerche 
multidisciplinari, la causa prima della SM rimane tuttora sconosciuta. Si ritiene, 
comunque, che si tratti di una patologia multifattoriale (Prat e Antel, 2005) la cui 
insorgenza è dovuta all’interazione di più fattori: 1) un meccanismo di tipo 
immunopatologico (Holfeld et al., 1995); 2) il contesto genetico del soggetto (Seboun et 
al., 1997); 3) fattori ambientali, tra cui uno o più agenti infettanti, presumibilmente 
virus (Ascherio e Munger 2007a, 2007b; Kurtzke, 1993; Noseworthy et al., 2000). 
 
2.6.1. Fattori genetici 
Come per altre malattie immuno-mediate, è stata dimostrata la rilevanza di fattori 
genici nel determinare la suscettibilità alla malattia, sebbene il tipo di eredità appaia 
controverso, dato il coinvolgimento di numerosi geni (Ebers et al., 1996; Noseworthy et 
al., 2000). 
Studi epidemiologici condotti in Canada e nel Nord-America, hanno mostrato che il 
rischio di contrarre la SM sembra minore in soggetti non legati da parentela, rispetto a 
soggetti appartenenti alla stessa famiglia, tra cui gemelli mono- e di-zigoti (Ebers et al., 
1986) dovuto alla loro predisposizione genetica alla malattia (Sadovnick et al., 2009). 
Questi risultati portarono alla scoperta che esistono alcuni geni che possono aumentare 
la suscettibilità dei soggetti colpiti. Tuttavia studi genetici effettuati sui gemelli 
23 
 
dimostrano che almeno il 60% dei gemelli monozigoti non mostra concordanza per la 
SM (Ebers et al., 1986; Ristori et al., 2006; Sadovnick et al., 1993), mentre altri studi 
mostrano come un gemello monozigote di un soggetto SM abbia un maggiore rischio di 
contrarre la malattia rispetto ad un gemello dizigote (Hansen et al., 2005). 
 La ricerca di uno o più geni che possono essere associati alla SM è iniziata con 
l’analisi dei geni del complesso maggiore di istocompatibilità (Major Histocombatibility 
Complex, o MHC), chiamato anche nell’uomo complesso degli antigeni leucocitari 
umani (Human Leukocyte Antigen o HLA) Tali studi hanno evidenziato l’associazione 
con gli antigeni DR, codificati dai geni HLA di classe II; in particolare, nei caucasici 
nord europei e nord americani la SM è associata all’allele HLA-DR2 DRB1*1501 
(Hillert e Olerup, 1993), che è associato in “linkage disequilibrium” con il DRB5*0101. 
Questo allele conferisce il rischio di SM selezionando i linfociti T CD4+ autoreattivi 
(Antony et al., 2010). Nei sardi gli alleli del DR SM-associati sono gli aplotipi  DR4 e 
DR3 (Marrosu et al., 1997; 1988) e la gravità della malattia è determinata da alleli al 
locus HLA-DRB1 (DeLuca et al., 2007). Inoltre in Sardegna la SM è associata, in 
soggetti DR3-/DR4-, all’aplotipo I2 dell’interferon (IFN-γ) (Vandenbroeck et al., 1998).  
È stato anche dimostrato che, nei Sardi, gli alleli DR associati alla SM sono capaci di 
influenzare la risposta citochinica, almeno in vitro (Sotgiu et al., 1998; Sotgiu et al., 
1999; Zipp et al., 1995). Questo è un fatto importante, perché si pensa che le citochine, 
modulatrici della risposta immunitaria nell’organismo, abbiano un ruolo effettore nella 
malattia (Hohlfeld, 1997), che suggerisce che la produzione anomala di queste citochine 
sia correlata con la suscettibilità genetica alla SM presente in pazienti Sardi con SM che 
abbiano particolari alleli HLA-DR; inoltre, sembra indicare che gli alleli HLA associati 
alla SM non agiscano direttamente, tramite meccanismi di presentazione dell’antigene, 
ma rivestano piuttosto un ruolo di marcatore indiretto di “linkage disequilibrium” 
all’interno della regione HLA, con alleli polimorfici che predispongono, sotto stimoli, 
all’iperproduzione di TNF-α e TNF-β/LT.  
Uno studio, condotto su una coorte di 500 pazienti, ha dimostrato che le forme 
scarsamente disabilitanti della SM sono associate alla presenza, nel cromosoma 6, degli 
alleli HLA-DRB1, pressoché assenti invece nei pazienti con decorso di malattia più 
invalidante (De Luca et al., 2007). Gli studi suggeriscono che questa variante allelica 
possa avere un ruolo protettivo, correlato con la modulazione della risposta citochinica. 
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 Sulla base di questi importanti risultati si evince che, potendo prevedere quale 
decorso avrà la malattia, si potrebbero applicare terapie specifiche per ogni singolo 
caso. Ad oggi comunque nonostante i numerosi studi in materia nessuno specifico locus 
è stato associato definitivamente alla SM (Antony et al., 2010)  
 
2.6.2. Fattori ambientali: virus esogeni e endogeni 
Tra le possibili cause ambientali che possono contribuire, insieme ai fattori genetici, 
allo sviluppo e progressione della SM, si possono annoverare numerosi fattori, tra cui il 
clima (esposizione al sole), l’alimentazione (carenza di vitamina D), lo stile di vita 
(fumo di sigaretta) ma soprattutto gli agenti infettivi (Antony at al.,2010; Ascherio e 
Munger 2007a, 2007b; Pugliatti et al., 2008). 
Studi epidemiologici infatti indicano che la SM ha cause (o co-fattori scatenanti) 
ambientali, probabilmente infettive (Kurtzke 1993). Una meta-analisi sugli studi 
epidemiologici sulla SM fino al 2006, ha evidenziato che nella SM il contributo dei 
fattori ambientali è chiaramente e sorprendentemente molto più elevato di quanto 
aspettato (Rosati 2006).  
Gli studiosi che hanno proposto un agente infettivo come causa prima della malattia 
(Andersen et al., 1993; Johnson, 1994; Kurtzke, 1993; Sibley et al., 1985) si sono basati 
su numerose evidenze, tra cui il fatto che la diffusione della SM non è esclusivamente 
attribuibile ad un determinato profilo genetico (Ascherio e Munger 2007a); inoltre la 
malattia assume caratteri che potrebbero essere riconducibili ad una eziologia virale, 
come ad esempio l’andamento recidivante-remittente (Kurtzke, 1993). È stata osservata 
la variazione nell’espressione dei sintomi della SM durante i cambiamenti di stagione, 
sia all’esordio sia durante il corso della malattia: ciò potrebbe essere dovuto, soprattutto 
nelle stagioni invernali, all’aumentata sensibilità agli agenti infettivi, possibili fattori 
scatenanti dell’infezione (Sibley et al., 1985), per la loro replicazione, o, probabilmente, 
per l’induzione di citochine pro-infiammatorie.. 
Le principali teorie che legano la SM agli agenti infettivi sono due: “l’ipotesi 
dell’igiene” e “l’ipotesi della prevalenza”. La prima teoria afferma che l’esposizione a 
diversi agenti infettanti, durante l’infanzia, conferisce protezione contro la SM, ma non 
individua uno specifico agente infettivo responsabile. La seconda invece afferma che la 
SM sia causata da un patogeno molto diffuso nelle zona ad elevato rischio (Ascherio e 
Munger 2007a). 
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 A favore di queste teorie, sono stati presentati studi che avvalorano la possibilità di 
contrarre la malattia in un’età definita a rischio; come detto in precedenza, l’esame di 
diverse popolazioni migranti ha mostrato che il rischio di contrarre la SM in un singolo 
gruppo etnico può variare con il luogo di residenza durante un periodo critico della 
giovinezza (Alter et al., 1962; 1971; Dean, 1967; Pugliatti et al., 2006). Altri studi 
hanno mostrato la possibile correlazione tra l’insorgenza della SM e alcune malattie 
virali durante l’infanzia, come il morbillo, la parotite (Compston et al.,1986) e 
l‘adoloscenza, come l’infezione da EBV (Tracker et al., 2006); anche in questo caso è 
stata suggerita l’esistenza, per soggetti definiti a rischio, di un periodo, breve e correlato 
all’età, di maggiore suscettibilità alle infezioni virali. Tuttavia nessuno di questi fattori è 
stato indicato come unico responsabile (Martyn et al., 1993; Noseworthy et al., 2000). 
Sono diversi i virus proposti come possibili fattori scatenanti la risposta immunitaria 
a danno del SNC. Tra questi troviamo: alcuni Herpesvirus, quali l’Herpes Simple virus 
tipo 1 (HSV-1), il virus della Varicella Zoster (VZV), l’EBV e l’Herpes virus umano 6 
(HHV-6), ed alcuni retrovirus, che hanno in comune caratteristiche quali il fatto che 
possono essere neurotropici, diventare latenti, essere riattivati e avere potenzialmente 
attività immunomodulanti (Dolei, 2005). 
Diversi studi sono stati condotti sull’HHV-6 e SM (Alvarez-Lafuente et al., 2004, 
2007; Moor e Wolfson 2002). Esistono dimostrazioni immunocitochimiche della 
presenza del virus nelle lesioni infiammatorie (Challoner et al., 1995) e della presenza 
nel siero di alti livelli di anticorpi anti-HHV-6 (Ablashi et al., 1998); inoltre in cellule di 
pazienti SM si ha un incremento, rispetto ai controlli sani, della linfoproliferazione a 
seguito di stimolazione con lisato di cellule infettate con HHV-6A (Soldan et al., 2000).  
E’stata rilevata una significativa presenza di HHV-6 nelle placche attive di pazienti 
con SM, e di IgM sieriche anti HHV-6 dirette contro l’antigene precoce p41/38 e di 
DNA virale nel siero dei pazienti con forma di SM recidivante-remittente, rispetto ai 
controlli sani o con forma cronico-progressiva (Antony et al., 2010; Challoner et al., 
1995; Soldan et al., 1997; Virtanen et al., 2005). Meta-analisi della letteratura, hanno 
evidenziato l’esistenza di un’associazione tra HHV-6 e SM, ma nessuno mostra rapporti 
di causa/effetto (Clark 2004; Moore e Wolson, 2002).  
Un nostro studio condotto su campioni di sangue e di tessuto cerebrale di pazienti 
SM e controlli mostra che non ci sono differenze significative per quanto riguarda la 
presenza o la replicazione di HHV-6 nei due gruppi studiati (Mameli et al., 2007a). 
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L’HSV-1 si replica attivamente nelle PBMC di pazienti SM durante le 
riacutizzazioni (Ferrante et al., 2000); inoltre il DNA di VZV, ma non quello di HSV-1 
è presente nelle PBMC di pazienti SM e questa presenza è limitata a un breve periodo di 
tempo durante la remissione dalla SM (Ordonez et al., 2004). La presenza DNA di VZV 
risulta inoltre aumentata nel CSF di pazienti SM (Marcuso et al., 2007).  
Attualmente tra i vari Herpesvirus, il virus di Epstein-Barr (EBV) è quello più 
studiato. Sono numerosi gli studi che mostrano l’esistenza di una correlazione tra questo 
virus e la SM (Ascherio e Munger 2007a, 2010; Pender, 2010; Santiago et al., 2010). Il 
rischio di contrarre la SM è estremamente basso in individui EBV-negativi, ma aumenta 
in seguito ad infezione con questo virus ed in particolare quando l’infezione viene 
contratta in età adolescenziale (Ascherio, 2010)  
Alcuni gruppi di ricerca hanno proposto che l’HSV-1 è capace di transattivare 
elementi di HERV in modelli in vitro. (Nellaker et al., 2006; Perron et al., 1997a; 
Ruprecht et al., 2006). 
Per quanto riguarda i retrovirus, alcuni studiosi ritengono che un retrovirus che si 
comporti come i retrovirus umani conosciuti, non possa, da solo, essere il fattore 
ambientale scatenante della SM, anche se presente in soggetti geneticamente predisposti 
a contrarre la malattia. Questi ricercatori hanno proposto un’ipotesi d’infezione 
multipla, che vede implicati, oltre ad un retrovirus, anche altri virus; ciò porta a 
considerare che l’infezione con un retrovirus associato alla SM sia un prerequisito 
necessario allo sviluppo della malattia, ma che questa si sviluppi solo in soggetti 
geneticamente suscettibili che, durante l’infanzia o l’adolescenza, siano stati infettati da 
un virus come, ad esempio, l’EBV (Munch et al., 1997; Perron et al., 2009).  
Questi dati avvalorano l’ipotesi che l’immunopatologia della SM possa essere 
determinata da un superantigene codificato da un retrovirus endogeno, transattivato da 
un Herpesvirus (Perron et al., 2009). Inoltre la simultanea presenza di antigeni HERV 
ed Herpesvirus ha dei forti effetti sinergici sulla risposta immunitaria cellulo-mediata 
(Brudek et al., 2004), e nella SM potrebbero verificarsi diversi meccanismi patogenici, 
incluse le interazioni tra Herpesvirus e HERV (Christensen, 2005; Perron et al., 2009).  
Purtroppo gli studi condotti sinora per capire quale sia l’agente infettivo realmente 
implicato nell’esordio della malattia sono complicati dalla presenza in circolo e nel SNC 
di numerosi virus ubiquitari nella specie umana. Nonostante si debbano ancora fare 
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ulteriori studi, l’ipotesi virale, affiancata dall’ipotesi genetica, tra cui esistono diversi 
punti d’incontro, è considerata tra le più probabili nella genesi della SM. 
 
2.6.2a. HERV-W: MSRV, sincitina-1 e Sclerosi Multipla  
La maggior parte degli studi su HERV e malattie umane riguarda la SM. Le famiglie 
di HERV che sono state correlate con la SM sono principalmente quelle degli HERV-W 
e degli HERV-H (Christensen 2005; Clausen 2003; Dolei 2006; Dolei e Perron, 2009; 
Garson et al., 1998; Komurian-Pradel, et al 1999; Perron et al., 1989). Nessuna copia 
conosciuta di HERV-W e HERV-H contiene ORF completi in tutti i geni conosciuti, 
sebbene diverse copie abbiano potenziali capacità di codifica e alcune di tali sequenze 
siano specificamente attivate nel corso della SM, determinando anche la produzione di 
virioni completi e infettanti (Christensen, 2005; Clausen, 2003; Dolei 2002; 2005; 2006, 
Dolei e Perron, 2009; Garson  et al., 1998; Komurian-Pradel et al 1999; Perron et al., 
1989). 
La maggior parte dei componenti della famiglia HERV-W è difettiva e calcoli fatti 
sul periodo della loro integrazione suggeriscono che sono presenti nella linea evolutiva 
umana fino da quando essa si è staccata dalle scimmie del vecchio mondo, oltre 25 
milioni di anni fa (Dolei, 2006; Dolei e Perron, 2009, Perron e Lang 2010; Voisset et 
al., 1999). Come altre famiglie di HERV (Villesen et al., 2004), l’HERV-W è presente 
nel genoma umano aploide in copie multiple, la maggior parte delle quali altamente 
incomplete, ma sono anche stati descritti provirus completi per un totale di 311 copie 
(provirus e pseudogeni più o meno completi), più altre 343 LTR HERV solitarie (Dolei 
2006, Dolei e Perron, 2009; Pavlicek. et al., 2002). Studi in silico indicano che 22 
subfamiglie di HERV-W presenti nei cromosomi 1,2,3,5,8,10,11,12,15,19 e nel 
cromosoma X, vengono espresse in vari tessuti (Dolei e Perron, 2009; Kim et al., 2008). 
Tutte le sequenze HERV-Wenv note sono tra loro omologhe, ed il capostipite della 
famiglia è il Retrovirus Associato alla Sclerosi Multipla (MSRV) (Komurian-Pradel et 
al., 1999; Perron et al., 1989), un virus presumibilmente completo visto che è in grado 
di formare virioni extracellulari. 
Allo stato attuale delle conoscenze, nessuno degli elementi HERV-W stabilmente 
inseriti nel genoma ha dimostrato capacità replicative (Blond et al., 1999); tuttavia il 
locus HERV-Wenv (ERVWE-1) presente, come già detto, nel cromosoma 7 in 
posizione q21-22, possiede una completa sequenza ORF e codifica per una proteina env 
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funzionale detta Sincitina-1 (Laufer et al., 2009). MSRV/HERV-Wenv e ERVWE-1 
(sincitina-1) sono i componenti della famiglia HERV-W ad essere più studiati visto il 
loro possibile coinvolgimento nella patogenesi della SM. 
MSRV è stato ripetutamente isolato da cellule di pazienti SM, come anche da cellule 
leptomeningee, monociti, e linee cellulari B trasformate con l’EBV( Perron et al., 1989, 
1991; 1997a, 1997b; Sommerlund et al., 1993).  
Diversi studi condotti su coorti di pazienti SM e controlli caucasici da Francia, 
Sardegna, Nord Italia, Polonia, Svezia, Spagna, Sud Africa, hanno riscontrato la 
presenza di MSRV extracellulare nel sangue e nel liquor di pazienti SM in quantità 
superiori rispetto ai controlli (con una positività plasmatica dal 53 al 100% dei pazienti) 
(Arru et al., 2008; Dolei et al., 2002; Garson et al., 1998; Nowak et al., 2003; Perron et 
al., 1997b; Serra et al., 2001; de Villiers et al., 2006). Il carico virale di MSRV è stato 
inoltre significativamente associato in tutti i gruppi etnici studiati alla SM (Arru et al., 
2008; Mameli et al., 2007a). 
Il ritrovamento di MSRV extracellulare tuttavia non è esclusivo della SM, sebbene 
nei pazienti non SM la frequenza dei casi MSRV-positivi sia molto più bassa (Dolei et 
al.,2002; Karlsson et al., 2004; Nowak et al., 2003; Sotgiu et al., 2006b); e il carico 
virale risulta significativamente ridotto rispetto ai pazienti SM (Mameli et al., 2007a). 
Infatti circa il 40-50% dei pazienti con lesioni neurologiche non SM hanno virioni 
MSRV liberi nel sangue (Dolei et al.,2002; Nowak et al., 2003) e nel liquor (Perron et 
al., 2005). Da notare che la presenza di MSRV appare correlata alla natura 
infiammatoria delle malattie (essendo doppia nelle malattie infiammatorie rispetto a 
quelle non infiammatorie), particolarmente quelle aventi origine nel sistema nervoso, sia 
centrale che periferico (Dolei et al., 2002), con una differenza significativa tra pazienti 
SM e donatori sani. Il virus infatti è presente anche nella popolazione normale ed è stato 
rilevato in vari studi condotti da differenti gruppi, attraverso RT-PCR, in una piccola 
percentuale dei donatori sani di sangue dei centri trasfusionali (Arru et al., 2008; Dolei 
et al., 2002; Garson et al., 1998; Gaudin et al., 2000; Karlsson et al., 2004; Serra et al., 
2001); una meta-analisi ha calcolato un valore medio di presenza di MSRV nelle 
donazioni di sangue di 8,9% ± 6,2% (Dolei e Perron, 2009).  
Studi condotti su cellule del sangue periferico (PBMC) provenienti da soggetti 
MSRV-positivi (Serra et al., 2003) hanno dimostrato che MSRV viene rilasciato 
spontaneamente in coltura. In queste cellule il rilascio di virus può essere regolato 
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dall’esposizione all’IFNγ ed al TNFα, mentre l’IFNβ, che viene utilizzato nella terapia 
della SM, si è rivelato un potente inibitore del rilascio di MSRV. Invece PBMC 
provenienti da individui MSRV-negativi non esprimono o rilasciano virioni in coltura, 
né spontaneamente, né dopo trattamenti. 
Questa è stata una sorpresa, dal momento che, se l’MSRV fosse un virus endogeno 
ubiquitario, ci si potrebbe aspettare che agenti mitogeni e/o citochine ne inducano 
l’espressione, visto che le cellule contengono la sequenza a livello di DNA (Dolei, 
2006). Gli autori formulano l’ipotesi che l’MSRV possa essere un membro esogeno 
della famiglia degli HERV-W (Serra et al., 2003). In linea con tali studi, è stato 
riportato che nelle PBMC MSRVenv induce la produzione di citochine 
proinfiammatorie, quali il TNFα, l’IL-6 e l’IFNγ, di entità differente tra cellule 
provenienti da pazienti SM e da controlli (Rolland et al., 2005). Nella maggior parte dei 
pazienti l’iperproduzione di citochine quali IL-6 e IL-12p40 si è dimostrata correlata 
con la gravità della malattia (Rolland et al., 2005).  
Vi sono evidenze, da studi del nostro gruppo, di uno stretto parallelismo tra la 
presenza del virus nel liquor e la progressione temporale della malattia. Studi condotti, 
su una popolazione ad alto rischio di SM quale quella sarda, hanno evidenziato che su 
39 pazienti con SM attiva, il 100% mostrava MSRV circolante nel sangue, mentre la 
presenza del virus nel liquor è stato individuata nel 50% dei pazienti all’esordio e nel 
100% dei pazienti con una storia clinica di SM superiore ai quattro anni. Inoltre il 
controllo clinico del campione sardo dopo tre, sei e 10 anni, ha evidenziato che mentre i 
pazienti MSRV-negativi all’esame del liquor presentavano un decorso piuttosto stabile 
della malattia, quelli con alti valori di MSRV nel CFS all’esame clinico mostravano 
invece un decorso maggiormente disabilitante, che aveva richiesto l’intervento di 
terapie (Sotgiu et al., 2002; Sotgiu et al., 2006a; Sotgiu et al., 2010). Questi dati sono 
stati ulteriormente avvalorati da un nostro studio longitudinale, effettuato su campioni 
di sangue di una corte di pazienti SM in terapia con IFN-β, dal quale è emerso che il 
carico di MSRV nel plasma dei pazienti naive è direttamente collegato con la pregressa 
durata della SM; la terapia con IFN-β riduce velocemente la viremia sotto i limiti di 
rilevamento, mentre l’aumento dell’indice di progressione e l’insuccesso della terapia 
sono accompagnati da una nuova produzione di MSRV (Mameli et al., 2008). Tutto ciò 
suggerirebbe che la presenza di MSRV nel CFS e nel plasma possa essere considerato 
come un marcatore prognostico negativo (Dolei, 2006; Mameli et al., 2008). 
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Nel tessuto cerebrale di pazienti affetti da SM è stato rilevato un maggior accumulo 
di trascritti dei geni env e pol di HERV-W rispetto ai controlli (Mameli et al., 2007a; 
Antony et al., 2004, 2006; Johnson et al., 2001). Si ha inoltre anche traduzione di tali 
trascritti, in quanto è stata rilevata immuno-reattività all’anticorpo anti-HERVenv, nei 
cervelli di pazienti SM, localizzata a livello degli astrociti e microglia, ma assente nei 
controlli (sani e patologici) (Mameli et al., 2007a; Antony et al., 2007a; 2007b). 
Uno studio multicentrico, grazie alla disponibilità di anticorpi specifici, ha permesso 
di rilevare, in lesioni da SM, profili di espressione SM-specifici degli antigeni HERV-
Wgag ed HERV-Wenv principalmente a livello di cellule microgliali e endoteliali 
(Perron et al., 2005). Un elevato accumulo di antigeni HERV-Wgag è stato trovato nella 
materia bianca demielinizzata di pazienti SM, ma anche in cellule endoteliali di lesioni 
da SM in casi di demielinizzazione acuta o attiva, mentre l’espressione di HERV-Wenv 
nei macrofagi era ristretta ai casi di lesioni recenti (Perron et al., 2005).  
Vari studi hanno mostrato interessanti caratteristiche di MSRV/HERV-W che 
potrebbero spiegare un suo possibile ruolo patogenetico nelle malattie umane, quali la 
scoperta che MSRV ha proprietà fusogene sulle cellule in coltura (Perron et al., 1997a). 
La potenziale patogenicità di MSRV è stata valutata anche in relazione alla 
immunopatologia mediata da linfociti T (Perron et al., 2001a). Perron e i suoi 
collaboratori hanno dimostrato che la proteina env di MSRV presenta proprietà di 
superantigene, dato che è in grado di indurre un’attivazione policlonale antigene-
indipendente dei linfociti T aventi una specifica catena β variabile (TCR Vβ16) (Perron 
et al., 2001a), determinando un’attivazione anormale di cellule T-autoreattive (Zhang et 
al., 1995) e una ipersecrezione di linfochine proinfiammatorie (Arad et al., 2000). 
Inoltre è stato mostrato come la proteina env di MSRV/HERV-W sia in grado di indurre 
una potente attivazione dell’immunità innata, con rilascio di citochine 
proinfiammatorie, precedente l’attivazione dei linfociti T attraverso la via TLR4/CD14- 
dipendente (Rolland et al., 2006). In vivo è stata dimostrata l’esistenza di una 
immunopatogenicità mediata dalle cellule T, causata da MSRV, infatti iniezioni 
intraperitoneali di virioni MSRV in topi SCID umanizzati con innesti di cellule linfoidi 
umane, hanno causato una neuropatia T-dipendente, con conseguente morte di tutti i 
topini per emorragia cerebrale, causata dal virus in presenza di cellule T umane; infatti 
l’ablazione delle cellule T umane determinava un calo della mortalità (Firouzi et al., 
2003).  
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La sequenza del gene env di MSRV presenta un’elevata omologia con un elemento 
HERV-Wenv presente nel cromosoma Xq22.3 che risulta trascritto nelle PBMC (Laufer 
et al., 2009; Roebke et al., 2010). 
Allo stato attuale delle conoscenze, sono diverse le prove dell’esistenza di un 
elemento HERV-W capace di replicazione, che potrebbe essere un virus “esogeno” 
(Belshaw et al., 2005; Costas, 2002; Dolei e Perron, 2009; Perron et al., 1997b), anche 
se finora non è stato identificato nessun provirus completo di MSRV e nessun clone 
presenta la sequenza completa del suo genoma (Laufer et al., 2009), che però è stata 
ricavata da virioni extracellulari. Pertanto, ad oggi, la natura di MSRV (virus esogeno, 
endogeno) resta ancora da chiarire (Voisset et al., 2008). 
E’ stata rilevata una notevole concordanza tra i risultati trovati su MSRV e SM e le 
proprietà proinfiammatorie della sincitina-1 di HERV-W nel sistema nervoso (Antony 
et al., 2004; 2007a): il gruppo canadese ha dimostrato che la sincitina-1, è sovraespressa 
nelle cellule gliali all’interno delle lesioni di pazienti SM, avvalorando l’ipotesi che 
questa proteina possa essere responsabile di almeno alcuni dei fenomeni patologici della 
SM. Usando un costrutto virale contenente  la sincitina-1 (Antony et al., 2004), è stato 
visto che l’espressione della proteina in colture di astrociti induce il rilascio di prodotti 
redox, che risultano citotossici per gli oligodendrociti. La sincitina-1 ha mostrato 
proprietà neuroinfiammatorie, con morte degli oligodendrociti e conseguente deficit 
neuro-comportamentali; questi effetti sono stati neutralizzati dall’attività antiossidante 
dell’acido ferulico, in un modello murino di SM. Come precedentemente indicato per 
MSRV (Serra et al., 2003), le citochine nocive nella SM attivano anche il promotore 
della sincitina-1, mentre l’IFN-β che è protettivo nei confronti della SM (utilizzato nella 
terapia della malattia) ha attività inibitoria (Mameli et al., 2007b). La conclusione è 
stata che la sincitina-1 è altamente sospettata di essere responsabile di almeno alcuni dei 
fenomeni patologici che si verificano nella SM.  
Studi condotti dallo stesso gruppo avevano già dimostrato l’espressione di una serie 
di HERV in patologie infiammatorie del cervello, inclusa la SM, e l’aumentata 
espressione degli HERV nei monociti in presenza di composti che influenzano l’attività 
cellulare (Johnston et al., 2001). Aumentati livelli di espressione di sincitina-1 sono stati 
rinvenuti nei cervelli di pazienti SM rispetto ad altre malattie neurologiche 
infiammatorie, e controlli (Antony et al., 2006). 
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 E’ stato osservato che negli astrociti la sincitina-1 induce l’espressione delle OASIS 
(Old Astrocyte Specifically Induced Substance), sensori di stress del reticolo 
endoplasmatico, che agiscono incrementando l’espressione della NO-sintasi e riducendo 
l’espressione del recettore ASCT1 (trasportatore sodio dipendente degli amminoacidi 
alanina, serina, cisteina e treonina). Questo determina una riduzione della produzione di 
mielina (Antony et al., 2007a). Inoltre è stato dimostrato che il TNFα, una delle 
citochine proinfiammatorie dannose nella SM, è in grado di indurre un aumento 
dell’espressione della sincitina-1, attraverso l’incremento dell’attività del suo promotore 
in cellule astrocitarie, in cui è implicata l’attività del fattore NF-κB (Mameli et al., 
2007b). 
A livello di RNA, MSRVenv e sincitina-1 presentano un’elevata omologia (>95%); 
pertanto, a livello intracellulare, in assenza di anticorpi specifici o di primers selettivi in 
grado di discriminare tra ERVWE1 e MSRVenv, questi non possono essere differenziati 
l’uno dall’altro (Perron et al., 2005). Il nostro gruppo è riuscito a mettere a punto un 
sistema di Real Time PCR discriminante, per la rilevazione differenziale di MSRVenv e 
sincitina-1, basato su un’inserzione di 12 nucleotidi presente nella regione 
citoplasmatica di env di MSRV, ed assente nella sincitina-1 (Mameli et al., 2007a, 
2009). Avvalendoci di questa metodica, abbiamo condotto uno studio su campioni di 
sangue provenienti da 8 pazienti SM (4 in terapia e 4 naive), 8 controlli (6 donatori sani 
di sangue e 2 operatori sanitari), e 3 campioni autoptici cerebrali provenienti da pazienti 
SM. I risultati ottenuti hanno evidenziato che, sia MSRVenv che sincitina-1 sono 
espressi nel cervello dei pazienti, mentre solo MSRV si trova nel plasma. Il carico 
viremico di MSRVenv è ridotto o assente in pazienti in terapia. MSRV è rilasciato 
anche da PBMC di soggetti sani producenti virus MSRV, in cui abbiamo rilevato anche 
la proteina env. Infine il numero di copie di  MSRVenv nel DNA dei pazienti  è ~6 volte 
quello dei controlli sani, mentre quello della sincitina-1 resta invariato (Mameli et al., 
2009).  
Le proprietà pro-infiammatorie di MSRVenv e sincitina-1 nel sistema nervoso 
rafforzano la possibilità di un ruolo di HERV-W/MSRV/sincitina, nelle malattie umane 
che potrebbe divenire bersaglio di interventi terapeutici mirati (Dolei, 2006). 
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2.6.2b. Virus di Epstein-Barr e Sclerosi Multipla 
Sono stati pubblicati numerosi studi sulla correlazione tra il virus di Epstein-Barr e la 
SM. Studi epidemiologici hanno evidenziato che individui con una storia di MI hanno 
rischio due-tre volte superiore di sviluppare la SM rispetto ai soggetti che hanno 
acquisito il virus in maniera asintomatica, (Ascherio e Munger, 2010). Uno studio 
longitudinale, su una vasta popolazione militare, composta da giovani adulti EBV-
negativi, ha evidenziato che il rischio di contrarre la SM è estremamente basso, 
confermando risultati analoghi ottenuti in passato, ma aumenta nettamente negli stessi 
individui in seguito all’infezione con il virus, con un intervallo di tempo tra l’infezione 
primaria e la comparsa della SM stimato in 5, 6 anni (Levin et al., 2010).  
Studi sierologici condotti su soggetti non SM e EBV-positivi hanno dimostrato che il 
rischio di sviluppare la patologia aumenta di diverse volte all’aumentare del titolo 
anticorpale anti-EBNA ed in particolare anti-EBNA1 (Ascherio et al. 2001; DeLorenze 
et al., 2006; Levin et al. 2005). La differente sieroprevalenza di EBV tra soggetti sani e 
soggetti con SM di pari età è risultata ancora più evidente in una coorte pediatrica (42% 
versus 83% (Alotaibi et al., 2004). Uno studio condotto in Germania ha evidenziato una 
sieropositività quasi completa (96,6%) per VCA-IgG in bambini con SM (Pohl et al., 
2006). Inoltre è stata riportata l’esistenza di una correlazione tra la presenza nel siero di 
anticorpi anti–EBNA 1 e anti-VCA e la progressione della malattia (Farrell et al., 2009; 
Zinadinov et al., 2009).  
Recentemente è stata rilevata la presenza nelle meningi, nel 100% circa di un gruppo 
di pazienti con SM secondaria-progressiva (quindi in fase avanzata di malattia) di 
follicoli linfoidi ectopici ricchi di infiltrati di cellule B e plasmacellule EBV(+) (Serafini 
et al., 2007; 2010). Lo studio non è stato riprodotto da aultri gruppi; infatti in contrasto 
con  lo studio di Serafini, Willis e collaboratori (Willis et al., 2009) hanno rinvenuto la 
presenza del virus solo in 2 pazienti su 24 studiati, concludendo che l’infezione da parte 
del virus è rara nel cervello. Risultati analoghi sono stati ottenuti da un altro gruppo 
(Peferoen et al., 2010). 
In conclusione, nonostante i vari studi epidemiologi dimostrino l’esistenza di 
un’associazione tra EBV e la sclerosi multipla, è tuttavia ancora non dimostrato il ruolo 
di EBV come agente causale nella patogenesi della SM, né nei pazienti con SM è stata 
rilevata espressione di EBV in modo correlabile qualitativamente e/o quantitativamente 
alla malattia.  
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A tale proposito sono state formulate diverse ipotesi essenzialmente di carattere 
immunologico (Pender, 2010) tra le quali: 
 l’ipotesi della cross-reattivita che postula che i linfociti T attivati dal contatto con 
antigeni di EBV possano cross-reagire con autoantigeni espressi nel sistema nervoso 
centrale e attaccare la guaina mielinica degli assoni; 
 un'altra teoria afferma che l’attacco del sistema immunitario al CNF nella SM sia 
diretto inizialmente contro l’EBV, ipotizzando che la malattia sia dovuta ad una risposta 
autoimmune secondaria dovuta alla sensibilizzazione ad antigeni del sistema nervoso 
che vengono rilasciati inseguito al danno causato dall’infezione con il virus, con 
formazione di anticorpi autoreattivi che autoalimentano il processo di 
demielinizzazione;  
infine un ultima teoria propone che l’EBV sia ingrado indurre la SM in soggetti 
geneticamente suscettibili infettando i linfociti B autoreattivi che a differenza di quelle 
normali, sfuggono al controllo dei meccanismi cellulari di tolleranza, migrano nel CNF 
attaccando le cellule nervose attraverso la produzione di autoanticorpi, e inoltre 
stimolare le cellule T reattive che possono andare in contro a fenomeni apoptotici. 
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3. SCOPO DELLA TESI  
 
I retrovirus endogeni umani della famiglia HERV-W, MSRV (che produce virioni 
extracellulari) ed ERVWE1 (che esprime solo il gene env, detto sincitina-1, a livello di 
membrana) sono espressi nella SM in modo parallelo con l’andamento della malattia, e 
sono stati correlati alla patogenesi immuno-mediata della SM come possibili co-fattori 
ambientali. Anche il virus di Epstein-Barr è stato correlato alla SM: vari studi 
epidemiologici dimostrano l’esistenza di un’associazione tra sieroconversione tardiva ad 
EBV, accompagnata spesso da sintomatologia clinica (mononucleosi infettiva) e 
successiva SM, ma non dimostrano il ruolo di questo virus come agente causale o 
cofattore, né EBV viene espresso nella SM. 
L’ipotesi alla base di questa tesi è che EBV possa agire indirettamente, attivando 
l’espressione degli HERV-W, che hanno dimostrate proprietà neuropatogene (Dolei e 
Perron, 2009), fondata sul fatto che è stato rilevato che EBV è in grado di transattivare 
in cellule B un altro retroelemento, HERVK-18 (Hsiao et al 2006). 
Lo scopo della presente tesi è quello di valutare, la possibile modulazione da parte di 
EBV dei due retroelementi HERV-W da tempo studiati nel nostro laboratorio; i modelli 
cellulari scelti sono le PBMC di soggetti MSRV-positivi, e la linea di astroglioma 
umano U-87MG, che esprimono entrambi i retroelementi al fine di verificare in vitro la 
nostra ipotesi di una possibile interazione tra EBV e HERV-W, che sarebbe compatibile 
con il coinvolgimento di entrambi i virus nella patogenesi della malattia, uno come 
innesco e l’altro come effettore continuo di patogenesi.  
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4. MATERIALI e METODI 
4.1. Cellule 
U-87MG: linea astrocitaria umana di glioblastoma, aderente al substrato, derivata da un 
glioma maligno di grado III, con morfologia epiteliale (Brdar, 1986). 
B95-8: linea linfoblastoide B di scimmia marmoset, cronicamente infetta e producente 
EBV, comunemente utilizzata come fonte di EBV per la stimolazione e trasformazione 
di linfociti umani (Miller et al., 1972). 
PBMC: cellule mononucleate da sangue periferico, prelevate da donatori MSRV-
positivi. Sono state separate da sangue periferico eparinato, mediante stratificazione su 
FICOLL/Hipaque (F/H). Le cellule mononucleate sono state recuperate dall’interfaccia 
FICOLL/plasma, dopo centrifugazione a 1800 rpm per 30’ e sono poi state lavate con 
soluzione tamponata di fosfato, PBS (136 mM NaCl, 2,6 mM KCl, 20,4 mM Na2HPO4, 
1,5mM KH2PO4), centrifugando a 800-1000 rpm per 10’, per eliminare le piastrine 
eventualmente presenti.  
Le PBMC e le B95-8 sono state mantenute in terreno di crescita RPMI-1640; le U-
87MG sono state coltivate in DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium). 
Entrambi i terreni sono stati addizionati del 10% di siero fetale bovino (FBS, Foetal 
Bovine Serum) (GIBCO, Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA), inattivato a 
56°C per 30 min e di penicillina (100U/ml) e di streptomicina (100 µg/ml). Le cellule 
sono state mantenute alla temperatura di 37°C in condizioni di umidità e al 5% di CO2. 
La vitalità cellulare è stata valutata col metodo di esclusione del Trypan blue. 
La conta cellulare è stata effettuata utilizzando un conta-cellule automatico 
(COUNTESSTM, Invitrogen, Milano, ITALIA). 
 
4.2. Isolamento dei monociti e degli MDM (macrofagi derivati da 
monociti) 
Monociti: le PBMC di donatori MSRV producenti, isolate mediante FICOLL/Hipaque, 
sono state seminate in piastre di polistirene (Falcon) da 24 pozzetti, alla concentrazione 
di 5x106 cellule a pozzetto, in terreno RPMI senza siero. Il giorno seguente è stato 
allontanato il terreno insieme alle cellule non adese ed effettuato un lavaggio in terreno 
RPMI, lasciando i monociti, aderenti al substrato.  
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MDM: sono stati ottenuti incubando i monociti, separati dalle PBMC per adesione, per 
6 giorni in RPMI al 20% di FCS. 
 
4.3. Separazione delle sottopopolazioni cellulari 
Le PBMC sono state separate nelle popolazioni di interesse sfruttando i marcatori di 
superficie cellulare, per mezzo di appositi kit basati sulla tecnologia Magnetic Cell 
Sorting (MACS, Miltenyi Biotec, Bologna, Italia). La metodica si basa sull’uso di 
particelle paramagnetiche coniugate con anticorpi monoclonali diretti contro marcatori 
specifici delle sottopopolazioni cellulari di interesse. Le PBMC sono state incubate per 
20 minuti, a 4°C in agitazione, con le biglie coniugate con il marcatore di interesse; la 
sospensione cellulare è stata poi fatta passare attraverso una colonna porosa posta 
all’interno di un magnete: in questo modo le cellule non marcate attraversano 
rapidamente la colonna, mentre  il magnete trattiene le biglie e le cellule esprimenti il 
marcatore di interesse che vi si sono adsorbite. Rimuovendo la colonna dal magnete è 
possibile ottenere le cellule marcate che erano state trattenute all’interno della stessa 
dalla forza del campo magnetico. La marcatura è stata diretta (l’anticorpo, specifico per 
un marcatore di superficie cellulare, è direttamente coniugato alla particella magnetica) 
per la separazione dei linfociti B), ed è stata indiretta (le cellule sono state marcate con 
un anticorpo primario poi riconosciuto da un anticorpo secondario coniugato alla biglia) 
per le altre sottopopolazioni (vedi dopo).  
L’isolamento delle sottopopolazioni di interesse è stato effettuato utilizzando due 
strategie differenti: 
Una strategia di SELEZIONE NEGATIVA (o deplezione), per le cellule NK 
attraverso “NK Cell Isolation Kit “(MACS, Miltenyi Biotec, Bologna, Italia), un 
sistema di marcatura magnetica indiretta in cui vengono marcate le cellule non di 
interesse usando un cocktail di anticorpi coniugato alle biglie. Così facendo la 
popolazione cellulare voluta (non marcata), fluisce liberamente attraverso la colonna e 
viene quindi ottenuta per deplezione dalle cellule marcate.  
Una strategia di SELEZIONE POSITIVA, utilizzata per la separazione delle 
sottopopolazioni B, T e monocitarie, in cui le cellule di interesse vengono marcate 
magneticamente e isolate direttamente come frazione cellulare positiva.  
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Per quanto riguarda le cellule B, come già detto, è stata effettuata una marcatura 
diretta utilizzando le Human CD19 Microbeads (MACS, Miltenyi Biotec, Bologna, 
Italia). Per le altre sottopopolazioni è stata effettuata invece una marcatura indiretta.  
Le cellule sono state trattate inizialmente con anticorpi monoclonali anti-CD4 e anti-
CD8 e anti-CD14 (BD Biosciences Becton Dickinson, CA, USA), per trattenere 
rispettivamente le cellule T ed i monociti, per 20 minuti a freddo, e successivamente 
catturate con le biglie coniugate con un anticorpo secondario anti-topo (Anti-Mouse Ig 
Microbeads; MACS, Miltenyi Biotec, Bologna, Italia). Per la procedura sono stati 
seguiti i protocolli forniti dalla ditta produttrice. 
La stessa metodica è stata utilizza per la selezione, dalle PBMC totali, della 
popolazione HERV-W-ENV-positiva utilizzata per successivi esperimenti. Anche in 
questo caso è stata utilizzata una strategia di selezione positiva, effettuando una 
marcatura indiretta utilizzando un anticorpo policlonale di coniglio anti-HERV-Wenv 
(Allele Biotec, San Diego CA USA) e le Anti-Rabbit Ig Microbeads; (MACS, Miltenyi 
Biotec, Bologna, Italia). 
 
4.4. Infezione con EBV mediante co-coltivazione con le B95-8 
Le U-87MG sono state seminate alla concentrazione di 105 cellule/ml in piastre di 
policarbonato Transwell (Corning Incorporated, NY) specifiche per la cocoltivazione. 
Queste piastre (diametro 12 mm) hanno due camere separate da una membrana con pori 
di 0,4 µm. Nella camera inferiore sono state seminate le U-87MG, in quella superiore 
sono state aggiunte le B95-8 in fase esponenziale di crescita. La presenza dei filtri 
garantisce la separazione delle colture consentendo solo il passaggio di soluti e secreti 
presenti nel terreno. 
A 24 e 48h dalla semina, le colture cellulari sono state raccolte e si è proceduto 
all’estrazione degli RNA messaggeri seguita da retrotrascrizione ed amplificazione 
mediante Real Time PCR dei geni oggetto di studio. 
 
4.5. Trattamento con EBVgp350 
Le U-87MG, sono state seminate in piastre di polistirene (Falcon) da 6 pozzetti alla 
concentrazione di 1x105 cellule/ml, ed incubate a 37°C; dopo l’adesione al substrato, 
alle colture sono state aggiunte dosi scalari (10-100 ng/ml) di EBVgp350 (prodotta e 
purificata dal Dr. AJ. Morgan, Università di Bristol, U.K.). Dopo 24h di trattamento con 
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la proteina, le cellule sono state raccolte e trattate per l’estrazione degli RNA 
messaggeri seguita da retrotrascrizione ed amplificazione in Real Time PCR dei 
trascritti di interesse. 
Le PBMC di donatori MSRV-positivi, e/o le rispettive sottopopolazioni (monociti, 
linfociti B, linfociti T e NK) ottenute dopo separazione magnetica come 
precedentemente descritto, e gli MDM in sesta giornata, sono stati seminati in piastra e 
trattati con dosi scalari (1-10-30-100 ng/ml) della proteina ricombinante EBVgp350. 
Dopo 24h dal trattamento le cellule sono state raccolte e trattate come descritto sopra 
per le U-87MG. 
 
4.6. Saggio di neutralizzazione della proteina EBVgp350 
Al fine di valutare la specificità dell’azione della EBVgp350 sull’espressione di 
MSRVenv e sincitina-1, 30 ng della proteina ricombinante EBVgp350 (concentrazione 
finale 10ng/ml) sono stati posti ad incubare con 300 ng (concentrazione finale 1ng/ml) 
dell’anticorpo anti-EBVgp350 (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg, Germany), 
sotto agitazione a 4°C per 24h; nel frattempo sono state  allestite le colture di astrociti 
U-87MG, seminate in piastre da 6 pozzetti alla concentrazione di 105 cellule/ml. Il 
giorno successivo, alle colture di U-87MG sono stati aggiunti separatamente i seguenti 
trattamenti: la proteina EBVgp350 tal quale, la EBVgp350 pre-incubata con l’anticorpo 
specifico (e neutralizzata), l’anticorpo specifico anti-EBVgp350 incubato da solo e un 
anticorpo non correlato (mouse IgG, Abcam) come controllo del sistema. Dopo ulteriore 
incubazione a 37°C per 24h, le cellule sono state raccolte e trattate per  la 
quantificazione dei trascritti di interesse, mediante Real Time RT-PCR. 
 
4.7. RNA interferente e silenziamento della subunità p65 di NF-κB 
Per silenziare, in modo transeunte, la subunità p65 di NF-κB, è stata acquistata dalla 
Santa Cruz Biotechnology, Inc. una miscela di 3 oligonucleotidi (siRNA) specifici per 
HERV-Wenv, della lunghezza di 19-25 nucleotidi. Successivamente, come da 
protocollo della Santa Cruz Biotechnology, Inc., sono state introdotte per trasfezione le 
molecole di siRNA nelle cellule, determinando il silenziamento dello specifico gene.  
La transfezione è stata eseguita su cellule U87-MG al 60% di confluenza, utilizzando 
il reagente di transfezione (Santa Cruz Biotechnology, Germany) e 50 pmoli di 
oligonucleotidi di siRNA (0,125μg/μl) (Santa Cruz Biotechnology, Inc. Germany), in 
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terreno per transfezione senza siero fetale (Santa Cruz Biotechnology, Inc. Germany). 
Dopo 6h è stato aggiunto 1 ml di terreno con doppia concentrazione di antibiotici e di 
siero fetale. 
Dopo ulteriori 12h, è stato aspirato il terreno dai pozzetti e sostituito con terreno 
completo al 10% di siero fetale e antibiotici; infine è stata aggiunta la EBVgp350 alla 
concentrazione di 10ng/ml, e le colture sono state incubate a 37°C.  
Le colture cellulari sono state raccolte dopo 24h dall’aggiunta della proteina virale 
ricombinante e sottoposte all’estrazione degli RNA, seguita da retrotrascrizione e 
amplificazione mediante Real Time PCR. 
 
4.8. Rilevazione mediante Western Blot della subunità p65 di NF-κB  
Colture di cellule U-87MG al 60% 70% di confluenza sono state lavate due volte con 
PBS freddo. Successivamente sono stati aggiunti 500 μl del reagente di lisi TNN buffer 
(Tris-HCL 1M pH 7.5, NaCL 3M, NP-40, H2O e 1% di un cocktail di inibitori delle 
proteasi) (Pierce Protein Research Products, Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, 
USA). Dopo agitazione leggera per 5 minuti, le cellule sono state staccate con uno 
“scraper”, il lisato cellulare è stato raccolto, trasferito in provette Eppendorf da 1,5 ml e 
centrifugato a 12.000 rpm per 5 minuti a 4 °C, in modo da far sedimentare i detriti 
cellulari. Infine il supernatante è stato prelevato e trasferito in una nuova provetta per il 
Western blot. 
Le proteine di ciascun lisato sono state separate tramite elettroforesi in condizioni 
denaturanti (SDS-PAGE) caricandone 30 μg su un gel di poliacrilammide al 10%, 
contenente 1% SDS (Mini-PROTEAN 3 Cell, Bio-Rad Laboratories, Inc., Milano 
Italia). A fine corsa, le proteine sono state trasferite per elettroblotting dal gel su un 
filtro di nitrocellulosa (BIO-RAD, Milano Italia). Il foglio di nitrocellulosa è stato posto 
in piastra, e quindi saturato con PBS-T (Tween 20 allo 0,1%, PBS 1x) al 5% di latte in 
polvere, per 1h a temperatura ambiente, in modo da bloccare i legami aspecifici e 
successivamente sottoposto a reazione con gli anticorpi primari: anticorpo anti-p65 
(subunità di NF-κB) e anticorpo anti-Grb2 (growth factor receptor-binding protein, 
proteina cellulare largamente espressa, utilizzata come controllo per valutare che 
venisse caricata sempre la stessa quantità di lisato (Santa Cruz Biotechnology, Inc. 
Germany). Gli anticorpi primari sono stati utilizzati entrambi alla concentrazione di 1 
μg/ml, incubando la piastra con la membrana di nitrocellulosa tutta la notte a 4 °C.  
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Al termine dell’incubazione con l’anticorpo primario e dopo tre lavaggi con una 
soluzione di PBS-T, si è aggiunto l’anticorpo secondario anti-immunoglobuline di topo, 
a sua volta coniugato con l’enzima perossidasi (Sigma-Aldrich Co. Sant Louis, 
Missouri, USA). L’avvenuta interazione antigene-anticorpo è stata evidenziata 
incubando la membrana di nitrocellulosa con una soluzione contenente il substrato 
dell’enzima perossidasi (perossido di idrogeno), che dà origine ad un prodotto colorato, 
visualizzabile come banda.  
 
4.9. Estrazione di RNA 
Per verificare la presenza di specifici trascritti genici, dalle cellule è stato estratto 
l’mRNA, poi retrotrascritto prima di procedere all’amplificazione delle sequenze di 
interesse mediante Real Time PCR.  
Le colture cellulari, in cui rilevare e quantificare specifici trascritti genici, sono state 
lavate con PBS due volte, nel caso delle U-87MG staccate con Tripsina e EDTA allo 
0,5% e centrifugate a 1200 rpm per 10 minuti; scartato il PBS, i sedimenti cellulari sono 
stati risospesi in un 1 ml di PBS e contati. Da aliquote di un massimo di 50 000 cellule 
per ciascun campione sono stati estratti gli mRNA intracellulari con il Dynabeads® 
mRNA DIRECTTM Micro Kit ( Invitrogen Dynal AS, Oslo, Norway), che si avvale di 
biglie contenenti oligo-dT sulla superficie, che si appaia alla coda di poliA degli 
mRNA. Il protocollo prevede l’aggiunta di soluzioni di lisi al campione, il lavaggio 
mediante Washing Buffer e la separazione magnetica degli mRNA isolati dalle biglie, 
tutte operazioni effettuate nella stessa provetta. Gli mRNA sono stati poi solubilizzati in 
un volume di 100 μl di Tris-HCl 10 mM pH 7,5  e conservati in ghiaccio fino alla 
retrotrascrizione. 
 
4.10. Retrotrascrizione seguita da Real Time PCR quantitativa relativa 
Gli mRNA legati alle biglie sono stati sottoposti a retrotrascrizione in DNA 
complementare (cDNA) utilizzando l’enzima trascrittasi inversa (RT) del virus della 
leucemia murina di Moloney (Mo-MLV, Gibco-BRL Life Technologies, Frederick, 
MD). Dopo separazione magnetica dal mezzo in cui sono contenute, le biglie di 
ciascuna condizione sperimentale sono state risospese in una miscela di 
retrotrascrizione, costituita da 10 μl di tampone 5x (50mM KCl, 10 mM Tris HCL pH 
8,3), 1 μl di una miscela contenente i quattro dNTPs (10mM), 1 μl di RNasi OUT 
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(Invitrogen srl. S. Giuliano Milanese, Milano, Italia; inibitore dell’RNAsi, 10U/μl) e 
0,25 μl di enzima RT (200U/ μl). Il volume della reazione è stato portato a 50 μl 
aggiungendo acqua DEPC (Dietilpirocarbonato, forte inibitore delle RNasi) allo 0,01%. 
La reazione di retrotrascrizione è stata effettuata incubando per 1h a 37°C.  
I cDNA così ottenuti sono stati sottoposti a Real Time PCR. 
La metodica prevede l’uso di sonde TaqMan contenenti un fluoroforo reporter 
all’estremità 5’ ed un fluoroforo inibitore (“quencher”) all’estremità 3’. Quando la 
sonda è integra, il reporter ed il quencher si trovano vicini e questo determina la 
mancata emissione di fluorescenza. Durante la fase di allungamento, l’enzima Taq 
polimerasi, sfruttando la sua attività 5’-3’ esonucleasica, degrada la sonda marcata che 
si è appaiata all’interno della regione da amplificare, a partire da uno dei due primers 
d’innesco. La sonda viene così tagliata tra reporter e quencher e la fluorescenza viene 
emessa dal fluoroforo in modo proporzionale all’accumulo del prodotto, mentre la 
polimerizzazione del filamento procede senza subire interferenze. La sonda fluorescente 
viene quindi utilizzata per monitorare la reazione di amplificazione durante il suo 
svolgimento in tempo reale. Il ciclo nel quale la fluorescenza supera il rumore di fondo 
viene chiamato ciclo soglia (Ct). Esiste una relazione lineare tra il logaritmo della 
quantità iniziale di stampo ed il corrispondente ciclo soglia (Valasek et al., 2005; Livak 
et al., 2001). 
I valori del Ct ottenuti da ogni sequenza di cDNA sono stati successivamente 
normalizzati rispetto al valore ottenuto dall’amplificazione del gene costitutivo 
(GAPDH). I primers e le sonde utilizzate sono stare disegnate utilizzando il Beacon 
Designer software (PREMIER Biosoft International, Palo Alto, CA) (Tabelle 4a e 4b). 
La Real Time PCR è stata eseguita come già descritto (Mameli et al., 2007), utilizzando 
la miscela di amplificazione Platinum Quantitative PCR SuperMix-UDG (Invitrogen 
srl. S. Giuliano Milanese, Milano, Italia).  
Controlli: per accertare la corretta amplificazione e retrotrascrizione dei campioni 
sperimentali, in ogni estrazione è stato  usato uno standard interno, costituito da un 
campione sicuramente positivo, che è stato sottoposto ad estrazione dell’RNA e 
successiva amplificazione. Parallelamente i campioni di RNA di interesse sono stati 
amplificati in PCR senza retrotrascrizione, per individuare eventuale DNA 
contaminante. Sono state utilizzate misure preventive contro contaminazioni crociate. 
(Mameli et al., 2007)  
Per ogni campione, il valore del ciclo soglia (Ct) del gene di interesse, ottenuto dalla 
Real Time RT-PCR, è stato normalizzato dalla comparazione con il Ct del gene 
costitutivo GAPDH, utilizzando la formula del 2-ΔCt.  
La quantificazione relativa dei livelli di base dei trascritti di interesse è stata 
normalizzata con il gene invariante GAPDH, assumendo che: (1) una differenza di 1 tra 
i Ct dei campioni significa che il campione con il valore di Ct più basso ha una quantità 
doppia della sequenza d’interesse rispetto altri campioni; (2) l’efficienza di 
amplificazione è paragonabile per il gene di interesse e per il gene invariante (Valasek 
et al., 2005; Livak et al., 2001). 
L’aumentata espressione genica determinata dai trattamenti sui geni d’interesse (G.I.) 
è stata espressa in accordo con la formula 2-ΔΔCt dove: 
 
ΔΔCt= [CtG.I.campione trattato - Ct GAPDH campione trattato ] – 
[Ct G.I.campione non trattato - Ct GAPDHcampione non trattato ] 
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Gene amplificato Sequenza nucleotidica 5’-3’ 
GAPDH Fw 5’-CAAGGAGTAAGACCCCTGGAC-3’ 
GAPDH Rev 5’-TCTACATGGCAACTGTGAGGAG-3’ 
GAPDH, Sonda TaqMan® ROX-5’-1ACCAGCCCCAGCAAGAGCACAAGA-3’-BQ2 
Gene amplificato Sequenza nucleotidica 5’-3’ 
MSRVenv Fw 5’CTTCCAGAATTGAAGCTGTAAAGC3’ 
MSRVenv Rew 5’-GGGTTGTGCAGTTGAGATTTCC-3’ 
MSRVenv Sonda 
TaqMan® 
FAM-5’-TTCTTCAAATGGAGCCCCAGATGCAG-3’-TAMRA 
Sincitina-1 Fw 5’-ACTTTGTCTCTTCCAGAATCG-3’ 
Sincitina-1 Rew 5’-GCGGTAGATCTTAGTCTTGG-3’ 
Sincitina-1 Sonda LNA®  FAM-5’-tgcAtcTtgGgcTccat-3’-BHQ1 
 
Gene amplificato Sequenza nucleotidica 5’-3’ 
CD21 Fw 5’-GAGGCTCTACACCCTACAGACA-3’ 
CD21 Rew 5’-GTCACAGACAATCCTGGAGCAA-3’ 
Tabella 2  
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4.11. Analisi Citofluorimetrica 
L’analisi citofluorimetrica è stata eseguita sulle U-87MG e sulle PBMC, per la 
rilevazione dell’espressione della proteina HERV-Wenv sulla membrana cellulare. Nel 
caso delle PBMC, contemporaneamente alla rilevazione della proteina è stato anche 
determinato il fenotipo delle varie sottopopolazioni cellulari. Per la determinazione 
fenotipica sono stati utilizzati anticorpi monoclonali anti-CD3 in APC 
(Alloficocianina), anti-CD20 in PE (Ficoeritrina), anti-CD56 in PerCP (proteina 
clorofilla peridinina) (BD Biosciences San Jose, CA, USA), mentre per la rilevazione 
della proteina HERV-Wenv è stato utilizzato un anticorpo policlonale anti-HERV-
Wenv di coniglio non marcato (Allele Biotec, San Diego CA USA), rilevato mediante 
legame di un anticorpo secondario anti-IgG di coniglio (goat anti-rabbit IgG. SIGMA-
ALDRICH, Sant Louis, Missouri, USA) coniugato in FITC (Isotiocianato di 
fluoresceina). Come isotipo di controllo sono stati usati tutti gli anticorpi monoclonali 
per la determinazione fenotipica più l’anticorpo secondario anti-IgG di coniglio. Inoltre 
è stato utilizzato siero preimmune di coniglio come controllo per l’anticorpo anti-
HERV-Wenv. Gli anticorpi monoclonali sono stati utilizzati alle concentrazioni 
suggerite dalla casa produttrice. Per quanto riguarda l’anti-HERV-Wenv sono stati 
utilizzati 2 μg di anticorpo a campione, mentre l’anticorpo secondario anti-IgG di 
coniglio (stock 1 mg/ml) è stato diluito 1:50 prima dell’uso.  
Il saggio è stato eseguito secondo il seguente protocollo: 
le colture di astrociti U-87MG, in terza giornata sono state staccate meccanicamente 
in PBS, contate e suddivise in aliquote di 2.5x105 per ciascuna determinazione. 
Successivamente è stata effettuata la marcatura specifica per HERV-Wenv, incubando 
le cellule a temperatura ambiente al buio per 20 minuti. Dopo il periodo di incubazione 
le cellule sono state lavate in PBS-BSA allo 0,5% (Albumina Sierica Bovina. SIGMA-
ALDRICH, Sant Louis, Missouri, USA) per allontanare l’anticorpo non legato e trattate 
con l’anticorpo secondario anti-IgG di coniglio per ulteriori 20 minuti. Le cellule così 
marcate sono state sottoposte all’analisi citofluorimetrica. 
Le PBMC invece, subito dopo isolamento, sono state contate, lavate in PBS-BSA 
allo 0.5%, e suddivise in aliquote di 2.5x105 cellule per ciascuna determinazione. 
Successivamente le cellule sono state sottoposte a marcatura come effettuato per gli 
astrociti. In questo caso, per ciascuna determinazione, le cellule sono state trattate 
contemporaneamente con l’anticorpo anti-HERV-Wenv e con immunoglobuline umane 
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(5 μl, Ig-VENA, conc. finale 10mg/ml., KEDRION SPA, Lucca, Italia), al fine di 
prevenire la formazione di legami aspecifici degli anticorpi, tramite legame del tratto Fc 
all’Fc-Receptor. Dopo incubazione a temperatura ambiente al buio per 20 minuti, le 
cellule sono state lavate in PBS-BSA per allontanare l’anticorpo non legato, e trattate 
con l’anticorpo secondario anti-IgG di coniglio insieme agli anticorpi diretti contro i 
marcatori delle sottopopolazioni cellulari da identificare. Le cellule così marcate sono 
state sottoposte all’analisi citofluorimetrica. Lo strumento usato è stato un 
citofluorimetro FACSCalibur (Becton-Dickinson), utilizzando il software Cells Quest 
per l’acquisizione e analisi. Il numero di eventi acquisiti nelle varie analisi è stato di 
5x104 cellule vitali per le PBMC e 9x104 per gli astrociti. 
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5. RISULTATI  
 
5.1. Espressione basale di MSRVenv e sincitina-1 in U-87MG.  
Le cellule astrocitarie U-87MG esprimono i gene degli HERV-W. L’espressione basale 
di MSRVenv e sincitina-1 in questo sistema cellulare è stata valutata sia a livello di 
RNA, mediante la rilevazione dei trascritti dei due geni di interesse in Real Time RT-
PCR, che a livello di trasduzione, valutando mediante analisi citofluorimetrica. la 
presenza sulla membrana cellulare della proteina env dei due retroelementi  
Colture di U-87MG in terza giornata, sono state raccolte e trattate per l’estrazione 
degli RNA messaggeri seguita da retrotrascrizione e amplificazione mediante Real Time 
PCR, utilizzando primers e sonde specifiche in grado di discriminare tra i due geni, 
come descritto in materiali e metodi.  
In parallelo, aliquote delle stese colture sono state raccolte e trattate per la valutazione 
dell’espressione della proteina HERV-Wenv mediante citofluorimetria,  utilizzando un 
anticorpo policlonale anti-HERV-Wenv, non discriminante  tra MSRVenv e sincitina-1. 
Nella Figura 4a sono mostrati i valori di espressione basale di MSRVenv e di 
sincitina-1 ottenuti in Real Time RT-PCR (espressi come 2-ΔCt , per normalizzarli 
rispetto ai livelli del gene invariante di riferimento GAPDH). Come si può osservare, 
entrambi i geni env dei due retroelementi sono trascritti negli astrociti, e nelle nostre 
condizioni sperimentali l’espressione basale è più marcata per MSRVenv che per la 
sincitina-1. 
Nella Figura 4b sono mostrati i risultati dell’analisi citofluorimetrica delle U-87MG: 
quando le cellule sono marcate con l’anticorpo anti-HERV-Wenv si osserva un 
significativo spostamento del picco della fluorescenza rispetto a quella ottenuta con 
l’anticorpo di isotipo, di controllo. 
 
5.2. Espressione di MSRVenv e sincitina-1 in U-87MG esposte ad EBV 
rilasciato dalle cellule B-958 in transwell. 
In letteratura è riportato che il virus di Epstein-Barr è in grado di infettare gli astrociti 
(Menet et al.,1999) ed inoltre che essi esprimono il recettore CD21 (Gasque et al., 
1996). 
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Inizialmente abbiamo verificato la presenza di questo recettore nella nostra linea 
astrocitaria (U-87MG). Aliquote delle colture cellulari oggetto di studio sono state 
raccolte per l’estrazione dell’RNA messaggero, la retrotrascrizione in cDNA e 
l’amplificazione con i primers specifici per il CD21. I risultati (non mostrati) hanno 
confermato, come atteso, la presenza del recettore nella nostra linea cellulare. 
Successivamente sono stati effettuati esperimenti di cocoltivazione di U-87MG con 
le cellule B95-8 (che producono e rilasciano EBV) separate da membrane con pori di 
0,4 µm in piastre transwell, come descritto in materiali e metodi.  
A differenti intervalli di tempo, le U-87MG sono state raccolte e sottoposte 
all’estrazione degli RNA messaggeri seguita da retrotrascrizione. Il grado di espressione 
del gene env di MSRV e di quello di ERVWE1 (sincitina-1) è stato valutato mediante 
amplificazione con Real Time PCR. 
I dati, riportati nella Figura 5, mostrano un aumento significativo dell’espressione di 
MSRVenv e di sincitina-1 che è massima a 24h di cocoltivazione e in misura meno 
marcata a 48h. I valori sono riportati come incremento relativo delle condizioni 
stimolate con le cellule EBV producenti rispetto ai controlli non trattati, e normalizzati 
rispetto ai livelli di espressione del gene invariante GAPDH. 
 
5.3. Effetti della proteina ricombinante EBVgp350 sull’espressione di 
MSRVenv e sincitina-1 negli astrociti. 
Per valutare se per l’attivazione degli HERV-W sia sufficiente il legame di EBV 
agli astrociti, o ne sia necessaria la replicazione, le U-87MG sono state trattate con la 
proteina reccettoriale di EBV (EBVgp350 ricombinante) prodotta e purificata da A.J. 
Morgan (U.K.)  
Le colture di astroglioma sono state esposte a dosi scalari della proteina ricombinante 
EBVgp350 (10-100 ng/ml). Dopo 2, 6, 24h dal trattamento con la proteina, le colture 
sono state raccolte per la successiva estrazione degli RNA messaggeri seguita da 
amplificazione mediante Real Time RT-PCR. 
I dati ottenuti, illustrati nella Figura 6, evidenziano un effetto stimolatorio da parte 
della proteina EBVgp350 sull’espressione di MSRVenv e di sincitina-1 con entrambe le 
dosi utilizzate. Tale effetto stimolatorio, che è più evidente per la sincitina-1, compare 
alle 6h ed è massimo alle 24h, con incrementi più marcati alla dose di 10 ng/ml.  
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5.4.Specificità dell’azione della proteina ricombinante EBVgp 350  
Al fine di valutare la specificità dell’azione della EBVgp350 sull’espressione di 
MSRVenv e sincitina-1, abbiamo trattato la proteina con l’anticorpo anti-EBVgp350 per 
24h. Alla fine del periodo di incubazione è stato ripetuto il saggio sulle U-87MG 
aggiungendo separatamente alle colture, seminate il giorno precedente, la proteina tal 
quale, la EBVgp350 pre-incubata con l’anticorpo specifico (e neutralizzata), l’anticorpo 
anti-EBVgp350 e un anticorpo non correlato come controllo del sistema. Il giorno 
seguente le cellule sono state raccolte e trattate come da materiali e metodi. 
I risultati mostrati in Figura 7, confermano l’iperespressione dei trascritti del gene 
env di entrambi i membri della famiglia HERV-W, indotta dalla EBVgp350 tal quale, 
mentre il pretrattamento della proteina con l’anticorpo neutralizzante specifico, abolisce 
la capacità di stimolo dell’espressione dei due retroelementi, confermandone così la 
specificità dell’azione. Il trattamento delle colture cellulari con il solo anticorpo anti-
EBVgp350 non determina nessuna variazione sull’espressione dei geni oggetto di 
studio, avvalorando ulteriormente in questo modo la specificità dell’azione della 
proteina. Risultato analogo è stato ottenuto trattando le colture con un anticorpo non 
correlato (dati non mostrati),  
 
5.5. L’azione di EBVgp350 sull’espressione di MSRVenv e sincitina-1 
negli astrociti richiede il fattore di trascrizione NF-κB  
La glicoproteina gp350 di EBV ha la capacità di indurre, attraverso il legame al 
recettore CD21 cellulare, l’attivazione e quindi la traslocazione nel nucleo del fattore di 
trascrizione NF-κB (Hsiao et al., 2006; Sugano et al., 1997;). Al fine di valutare se il 
suddetto fattore di trascrizione abbia un ruolo sull’espressione di MSRVenv e sincitina-
1, abbiamo effettuato il trattamento con EBVgp350 in presenza di silenziamento di NF-
κB tramite RNA interferente diretto contro la  subunità p65 (siRNA-p65 NF-κB). Le 
colture cellulari sono state transfettate con l’RNA antisenso siRNA-p65 e 24h dopo 
sono state trattate con la gp350 alla concentrazione di 10 ng/ml. Dopo ulteriori 24h di 
incubazione le cellule sono state raccolte e in parte trattate per l’estrazione degli RNA e 
in parte per quella delle proteine per effettuare rispettivamente le valutazioni in Real 
Time RT-PCR e in Western blot dei trascritti e delle proteine di membrana. 
I risultati sono riportati nella Figura 8. Come si può osservare nella Figura 8a, nella 
quale viene mostrata il Western blot della corsa elettroforetica degli estratti proteici, la 
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subunità p65 di NF-κB è stata silenziata nelle cellule transfettate con l’RNA antisenso 
siRNA-p65, anche in presenza della gp350 (confrontare la linea 1 con la 3 e la linea 2 
con la 4).  
I valori riportati in Figura 8b mostrano gli effetti della EBVgp350 sull’espressione 
dei trascritti di MSRVenv e sincitina-1, in presenza e in assenza del siRNA. Come si 
può osservare il silenziamento della subunità p65 del fattore di trascrizione NF-κB 
impedisce la stimolazione dell’espressione dei trascritti del gene env dei due 
retroelementi da parte della EBVgp350. 
 
5.6.Espressione basale di MSRVenv e sincitina-1 nelle PBMC e negli 
MDM. 
L’espressione basale dei trascritti di MSRVenv e di sincitina-1 nelle cellule 
mononucleate del sangue periferico prelevate da donatori MSRV-positivi, subito dopo 
isolamento e negli MDM in quinta giornata, è stata valutata mediante Real Time RT-
PCR.  
Dai risultati mostrati in Figura 9a emerge che entrambi i geni sono espressi nelle 
PBMC e negli MDM e che anche in queste cellule il livello di espressione di MSRenv è 
più marcato rispetto alla sincitina-1. 
Dato che le PBMC sono una popolazione mista, è stata studiata la variazione 
dell’espressione dei retroelementi HERV-W all’interno delle singole sottopopolazioni. 
Pertanto PBMC di donatori MSRV-positivi sono state separate nelle popolazioni 
monocitaria T, B e NK, e trattate come da materiali e metodi. 
I valori di espressione di MSRVenv e sincitina-1 nelle varie sottopopolazioni sono 
illustrati nella Figura 9b. Come si può osservare i trascritti del gene env dei due 
retroelementi sono presenti in tutte le sottopopolazioni studiate, eccetto nei linfociti T. 
Appare inoltre evidente che i livelli di espressione MSRVenv risultano maggiori nei 
linfociti B e nelle NK. 
 
5.7.Tipizzazione citofluorimetrica delle popolazioni HERV-Wenv 
positiva. 
La rilevazione della proteina HERV-Wenv sulla membrana delle PBMC è stata 
eseguita mediante analisi citofluorimetrica utilizzando due approcci differenti. 
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In una prima serie di esperimenti, le PBMC prelevate da soggetti MSRV-positivi, 
sono state fenotipizzate nelle differenti sottopopolazioni, utilizzando anticorpi 
monoclonali anti-CD19 (linfociti B), anti-CD3 (linfociti T), anti-CD 56 (NK) mentre i 
monociti sono stati individuati per esclusione. Contemporaneamente, è stata rilevata la 
presenza della proteina env di HERV-W, mediante l’uso di un anticorpo policlonale 
anti-HERV-Wenv. 
Nella Figura 10a sono mostrati gli istogrammi delle differenti sottopopolazioni in un 
esperimento tipo. Dai valori riportati si può osservare uno spostamento significativo del 
picco della fluorescenza specifica per HERV-Wenv nelle popolazioni monocitaria, B e 
NK, rispetto a quella ottenuta con marcatura con anticorpo non correlato, di isotipo 
corrispondente. Per quanto riguarda invece la sottopopolazione T, non si riscontrano 
variazioni significative tra la marcatura specifica e quella ottenuta con l’isotipo di 
controllo.  
L’altro approccio sperimentale è consistito  nella separazione delle PBMC in toto in 
cellule esprimenti la proteina env sulla membrana e cellule non esprimenti, utilizzando 
un sistema di biglie magnetiche legate all’anticorpo policlonale anti-HERV-Wenv come 
descritto in materiali e metodi. Successivamente la popolazione ENV-positiva è stata 
caratterizzata al citofluorimetro utilizzando anticorpi monoclonali anti-CD20 (linfociti 
B), anti-CD4 e anti-CD8 (linfociti T), anti-CD14 (monociti) e anti-CD56 (NK). 
 Nella Figura 10b è mostrata la rappresentazione percentuale delle differenti 
sottopopolazioni. Nella popolazione ENV-positiva si riscontra una variazione dei 
rapporti percentuali rispetto ai controlli (isotipo). 
In particolare, si osserva, nella suddetta popolazione, un incremento di cellule B, di 
monociti e  di cellule NK, che passa rispettivamente dal 8 al 36% per le cellule B, dal 20 
al 36% per i monociti e dal 8 al 9,8% per le NK. Al contrario, la percentuale dei linfociti 
T si riduce passando dal 64 al 8%. 
 
5.8. Modulazione dell’espressione di MSRVenv e sincitina-1 da parte 
della EBVgp350 nelle PBMC. 
In letteratura è riportato che l’HSV-1 ha la capacità di riattivare elementi HERV-W 
(Perron H. et al., 1997a; Ruprecht et al., 2006), e che l’EBV è in grado di attivare nei 
linfociti B il gene env dell’HERV-K18, attraverso il legame al recettore CD21 (Hsiao et 
al., 2006).  
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E’ stato quindi valutato l’effetto della EBVgp350 sull’espressione dei due 
retroelementi. HERV-W nelle PBMC. 
Le cellule mononucleate da sangue periferico prelevate da donatori MSRV-positivi, 
le cellule B, le cellule T, i monociti, le NK, da esse derivate, sono state seminate in 
piastra e successivamente insieme agli MDM in quinta giornata, esposte a dosi scalari 
della proteina ricombinante EBVgp350 (10-30-100 ng/ml) per 24h. Il giorno successivo 
le colture sono state raccolte per la successiva estrazione degli RNA messaggeri seguita 
da retrotrascrizione ed amplificazione mediante Real Time PCR. 
I risultati illustrati della Figura 11 evidenziano che anche nelle cellule circolanti si 
ha la stimolazione dell’espressione di MSRVenv e di sincitina-1 da parte di EBVgp350. 
In particolare nella Figura 11a si osserva un effetto dose-dipendente per le PBMC totali, 
che presenta il picco di espressione massima alla concentrazione di 30ng/ml, con 
andamenti sostanzialmente simili per entrambi i retroelementi.  
Analizzando l’effetto sulle singole sottopopolazioni, si osserva nei linfociti B 
(Figura 11b), nei monociti (Figura 11c) e nei macrofagi da essi derivati (Figura 11f) una 
iper-regolazione dose-dipendente. Da notare che in questo caso il gene della sincitina-1 
è più stimolato dalla EBVgp350 rispetto a MSRVenv. 
I linfocitiT (Figura 11a), che di base non esprimevano trascritti di HERV-Wenv, non 
risentono dell’esposizione alla EBVgp350, come anche le NK (Figura 11d), che invece 
presentavano livelli basali di espressione per entrambi i geni. 
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6. DISCUSSIONE 
I retrovirus endogeni umani della famiglia HERV-W, MSRV (capostipite della 
famiglia, che produce virioni extracellulari) ed ERVWE1 [situato sul cromosoma 7q21–
22, in una regione di candidata suscettibilità genetica per la SM (Blaise et al., 2003; 
2004) che esprime solo il gene env, detto sincitina-1, a livello della membrana cellulare] 
sono stati da tempo correlati alla patogenesi della SM e proposti come possibili co-
fattori ambientali scatenanti i fenomeni immunopatogenetici alla base della malattia, in 
presenza di un contesto genetico di predisposizione (Antony et al., 2004; Dolei, 2005; 
2006; Dolei et al., 2002; Dolei e Perron, 2009; Perron et al., 1997a).  
MSRV è presumibilmente un virus completo, in grado di rilasciare virioni liberi, la 
cui presenza nel sangue e nel liquor è strettamente correlata all’insorgenza e 
all’andamento della SM (Dolei et al., 2002; Komurian-Pradel et al., 1999; Mameli et 
al., 2008; Perron et al., 1989;1997b; Sotgiu et al., 2002; 2006a;  2010). 
Allo stato attuale delle conoscenze infatti, è stata riscontrata da diversi gruppi la 
presenza di MSRV/HERV-W extracellulare nel sangue e nel liquor (CSF) di pazienti 
SM in quantità superiori rispetto ai controlli (Arru et al., 2008; de Villiers et al., 2006; 
Dolei et al., 2002; Garson et al., 1998; Nowak et al., 2003; Perron et al., 1997b; Serra et 
al., 2001). Il carico virale di MSRV è stato inoltre significativamente associato alla SM 
in tutti i gruppi etnici studiati (Arru et al., 2008; Mameli et al., 2007a). Il rilevamento di 
MSRV nel liquor di pazienti SM è stato associato con un aggravamento delle condizioni 
del paziente (Sotgiu et al., 2002; 2006a; 2010). Infatti, i soggetti SM che presentavano 
MSRV nel liquor, mostravano ai successivi controlli clinici, effettuati dopo 2, 6 e 10 
anni, una progressione più severa della malattia, suggerendo che MSRV possa essere 
considerato come indicatore prognostico negativo (Dolei e Perron, 2009). Questi dati 
sono stati avvalorati da un nostro studio longitudinale, effettuato su campioni di sangue 
di una corte di pazienti SM in terapia con IFN-β, dal quale è emerso che: il carico di 
MSRV nel plasma dei pazienti naive è direttamente collegato con la pregressa durata 
della SM; la terapia con IFN-β riduce velocemente la viremia sotto i limiti di 
rilevamento, mentre l’aumento dell’indice di progressione e l’insuccesso della terapia 
sono accompagnati da una nuova produzione di MSRV (Mameli et al., 2008).  
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Il ruolo di MSRV nella SM, come cofattore o epifenomeno, non è ben definito, anche 
se il suo legame con la malattia appare evidente e statisticamente significativo (Dolei, 
2006; Dolei e Perron, 2009). 
Le proteine env dei retrovirus hanno potenziali proprietà immunopatogeniche, e 
possono causare neuroinfiammazione, neurodegenerazione ed induzione di risposte da 
stress del reticolo endoplasmatico (Antony et al., 2007a).  
MSRV produce virioni extracellulari con proprietà gliotossiche (apoptotiche), 
fusogeniche (Perron et al., 1997b), superantigeniche (Arad et al., 2000; Perron et al., 
2001a; Zhang et al., 1995) e in vivo è responsabile dell’immunopatogenicità mediata 
dalle cellule T (Firouzi et al., 2003). 
Attività sorprendentemente concordanti con le proprietà di MSRV sono state 
osservate per quanto riguarda la sincitina–1. Essa è coinvolta nell’impianto 
dell’embrione durante le prime fasi della gravidanza (Mi et al., 2000), ma è espressa 
anche nei cervelli di pazienti SM (Antony et al., 2007b); negli astrociti modula una 
cascata infiammatoria, conducendo ad effetti lesivi sulle proteine degli oligodentrociti, 
cellule deputate alla formazione della mielina (Antony et al., 2004; 2007a). Come 
precedentemente indicato per MSRV (Serra et al.,2003), le citochine nocive nella SM 
attivano anche il promotore della sincitina-1, mentre l’IFN-β che è protettivo nei 
confronti della SM (utilizzato nella terapia della malattia) ha attività inibitoria (Mameli 
et al., 2007b). A livello di RNA, MSRVenv e sincitina-1 presentano una elevata 
omologia (>95%); quindi, a livello intracellulare, in assenza di anticorpi specifici o di 
primers selettivi in grado di discriminare tra ERVWE1 e MSRVenv, questi non possono 
essere differenziati l’uno dall’altro (Perron et al., 2005). Il nostro gruppo è riuscito a 
mettere a punto un sistema di Real Time PCR discriminante, per la rilevazione 
differenziale di MSRVenv e sincitina-1, basato su un’inserzione di 12 nucleotidi 
presente nella regione citoplasmatica di env di MSRV, ed assente nella sincitina-1 
(Mameli et al., 2007a, 2009). Avvalendoci di questa nostra metodica, abbiamo condotto 
uno studio su campioni di sangue provenienti da 8 pazienti SM (4 in terapia e 4 naive), 
8 controlli (6 donatori sani di sangue e 2 operatori sanitari), e 3 campioni autoptici 
cerebrali provenienti da pazienti SM. I risultati ottenuti hanno evidenziato che, sia 
MSRVenv che sincitina-1 sono espressi nel cervello dei pazienti, mentre solo MSRV si 
trova nel plasma. Il carico viremico di MSRVenv è ridotto o assente in pazienti in 
terapia. MSRV è rilasciato anche da PBMC di soggetti sani producenti virus MSRV, in 
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cui abbiamo rilevato anche la proteina env. Infine, va notato il fatto che il numero di 
copie di  MSRVenv nel DNA dei pazienti è stato trovato ~6 volte superiore a quello dei 
controlli sani, mentre quello della sincitina-1 resta invariato (Mameli et al., 2009).  
Alcuni studiosi ritengono che un retrovirus che si comporti come i retrovirus umani 
conosciuti, non possa, da solo, essere il fattore ambientale scatenante la SM, anche se 
presente in soggetti geneticamente predisposti a contrarre la malattia. Questi ricercatori 
hanno proposto un’ipotesi d’infezione multipla, che vede implicati, oltre ad un 
retrovirus, anche altri virus; ciò porta a considerare che l’infezione con un retrovirus 
associato alla SM sia un prerequisito necessario allo sviluppo della malattia, ma che 
questa si sviluppi solo in soggetti geneticamente suscettibili che, durante l’infanzia o 
l’adolescenza, siano stati infettati da un virus come, ad esempio, l’EBV (Munch et al., 
1997; Perron et al., 2009).  
Sono stati pubblicati numerosi studi sulla correlazione tra il virus di Epstein-Barr e la 
SM. Studi epidemiologici hanno evidenziato che individui con una storia di 
mononucleosi infettiva hanno rischio due-tre volte superiore di sviluppare la SM 
rispetto ai soggetti che hanno acquisito il virus in maniera asintomatica, (Ascherio e 
Munger, 2010). Studi sieroepidemiologici ed immunologici hanno evidenziato 
un'alterata immunoreattività per EBV in pazienti SM (Ascherio et al. 2001; DeLorenze 
et al., 2006; Levin et al. 2005). Inoltre studi longitudinali hanno mostrato che il titolo 
anticorpale anti-EBV aumenta molto prima dell'esordio della SM; ciò indica che 
l'aumentata immunoreattività per EBV è un evento precoce, precedente la SM, più che 
una conseguenza della malattia (Ascherio et al. 2001). Nelle meningi di un gruppo di 
pazienti con SM secondaria-progressiva (quindi in fase avanzata di malattia) sono stati 
evidenziati follicoli linfoidi ectopici, ricchi di infiltrati di cellule B e plasmacellule 
EBV(+)(Serafini et al., 2007; 2010).  
Nonostante i vari studi epidemiologici dimostrino l’esistenza di un’associazione tra 
EBV e SM, è tuttavia ancora non dimostrato il ruolo di EBV come agente causale o 
cofattore, né EBV viene espresso nella SM. 
Lo studio riportato nella presente tesi si basa sull’ipotesi che EBV possa agire 
indirettamente, attivando l’espressione degli HERV-W, che hanno dimostrate proprietà 
neuropatogene (Dolei e Perron, 2009), fondata sul fatto che è stato rilevato che EBV è 
in grado di transattivare in cellule B un altro retroelemento, HERV-K18, (Hsiao et al 
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2006). Sono stati scelti come modelli cellulari le PBMC e la linea di astroglioma umano 
U-87MG, che esprimono entrambi i retroelementi. 
La scelta delle cellule astrocitarie è stata motivata dal fatto che vi sono forti evidenze 
che ne suggeriscono un ruolo chiave nella SM, in quanto  facilitano il reclutamento e il 
mantenimento di leucociti pro-infiammatori a livello del SNC. Da un nostro studio è 
emerso che MSRV/HERV-Wenv è iper-espresso negli astrociti delle lesioni SM rispetto 
ai controlli (sani e patologici) (Mameli et al., 2007). Questo è stato osservato sia 
attraverso la rilevazione di un maggior accumulo di trascritti dei geni env e pol di 
HERV-W negli SM rispetto ai controlli, che a livello di traduzione di tali trascritti, in 
quanto nel tessuto cerebrale dei pazienti è stata rilevata immuno-reattività all’anticorpo 
anti-HERV-env localizzata a livello degli astrociti e microglia, ma assente nei controlli 
(Mameli et al., 2007). Questi risultati sono in accordo con altri studi sui cervelli SM, 
che mostrano l’accumulo di env di HERV-W sia come RNA che come proteina in 
astrociti e microglia (Antony et al., 2004; Perron et al., 2005). Inoltre in letteratura è 
riportato che il virus di Epstein-Barr è in grado di infettare gli astrociti (Menet et 
al.,1999) ed che essi esprimono il recettore CD21 (Gasque et al., 1996).  
Dopo aver verificato la presenza del recettore CD21 nella nostra linea cellulare e di 
un espressione di base dei due retroelementi sia come produzione intracellulare di 
trascritti sia come presenza della proteina env sulla membra cellulare, abbiamo valutato 
gli effetti di EBV sull’espressione degli HERV-W. 
Da uno studio inziale con il virus EBV in toto, in esperimenti di co-coltivazione degli 
astrociti con le cellule EBV-producenti B95-8 abbiamo osservato un aumento 
significativo dell’espressione dei due retroelementi mettendo così in luce un effetto 
modulatorio da parte del virus. A questo punto ci siamo chiesti se per l’attivazione degli 
HERV-W fosse sufficiente il legame di EBV alle cellule astrocitarie. A tale scopo sono 
stati valutati gli effetti della proteina EBVgp350 sull’espressione dei due retroelementi. 
Anche in questo caso abbiamo osservato un effetto stimolatorio sull’espressione di 
MSRVenv e sincitina-1. Tale effetto compare precocemente ed è massimo alle 24h e 
viene abolito in seguito al pretrattamento della proteina con il suo anticorpo 
neutralizzante, confermandone la specificità d’azione. 
Questi dati ci fanno ipotizzare che ci sia un coinvolgimento diretto della proteina 
EBVgp350 nel meccanismo molecolare di attivazione dei due elementi HERV-W da 
parte di EBV. 
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La glicoproteina gp350 di EBV ha la capacità di indurre, attraverso il legame al 
recettore CD21 cellulare, l’attivazione e quindi la traslocazione nel nucleo del fattore di 
trascrizione NF-κB (Hsiao et al., 2006). Abbiamo osservato che il silenziamento della 
subunità p65 del fattore di trascrizione NF-κB in presenza della EBVgp350, impedisce 
la stimolazione dell’espressione dei trascritti del gene env dei due retroelementi da parte 
della proteina. Ciò dimostra che il suddetto fattore di trascrizione ha un ruolo 
nell’espressione di MSRVenv e sincitina-1, non sappiamo ancora se diretto o indiretto. 
Questi dati suggeriscono che l’EBV possa attivare negli astrociti l’espressione dell’env 
di HERV-W, tramite il legame della sua proteina gp350 al CD21 via NF-κB. La 
proteina env ha mostrato effetti pro-infiammatori, gliotossici e superantigenici in vitro e 
potrebbe indurre nei pazienti SM un danno agli oligodendrociti, con conseguente 
infiammazione, demielinizzazione e danno assonale.  
Nella seconda parte del nostro studio abbiamo studiato l’espressione degli HERV-W 
nelle PBMC, quindi a livello periferico. 
Preliminarmente abbiamo valutato l’espressione basale dei due elementi HERV-W, 
sia come produzione intracellulare di trascritti sia come presenza della proteina env 
sulla membrana cellulare, studiando anche la variazione dell’espressione dei 
retroelementi HERV-W nelle varie sottopopolazioni di PBMC. Dall’analisi dei dati è 
emerso che, sia a livello di RNA che di proteina, entrambi i retroelementi sono espressi 
di base nelle PBMC, ma analizzando le singole sottopopolazioni è apparso evidente che 
i trascritti di MSRVenv e sincitina-1 sono presenti in tutte le popolazioni studiate 
eccetto nei linfociti T. Questi dati sono in accordo con quelli presenti in letteratura 
(Brudek et al., 2009), ma evidenziano per la prima volta l’espressione dei due 
retroelementi anche nelle cellule NK. 
Abbiamo quindi verificato l’effetto di EBV e della sua proteina gp350 
sull’espressione dei due elementi HERV-W. I risultati, in accordo con quanto ottenuto 
per gli astrociti, evidenziano che nelle PBMC la proteina esercita un effetto stimolatorio 
sull’espressione di MSRVenv e di sincitina-1. Analizzando l’effetto sulle singole 
sottopopolazioni, abbiamo osservato che l’aumento di espressione di MSRVenv e di 
sincitina-1 avviene soprattutto a carico di linfociti B, monociti (e anche di monociti 
differenziati in macrofagi (MDM), ma non dei linfociti T e delle NK. Queste ultime due 
sottopopolazioni probabilmente non risentono dell’esposizione alla EBVgp350 a causa 
57 
 
di una bassa espressione del recettore CD21 sulla membrana citoplasmatica nelle cellule 
T (Kaya et al., 2005) e della sua assenza nelle NK (Isobe et al., 2004). 
I dati della presente tesi dimostrano che EBV è in grado di stimolare l’espressione di 
HERV-W sia in astrociti che in PBMC, ed ipotizziamo che ciò possa verificarsi, in 
modo anomalo, anche in vivo, soprattutto nel corso dell’infezione da EBV, non di 
bambini, ma di giovani adulti, in cui l’infezione primaria è sintomatica, causando la 
mononucleosi infettiva. È infatti la pregressa sieroconversione tardiva contro EBV, e 
non l’espressione di EBV all’esordio o nelle riacutizzazioni della SM, ad essere stata 
correlata con chiarezza alla successiva insorgenza, anni dopo, della malattia.  
I risultati ottenuti, rafforzano quindi l’ipotesi di un possibile coinvolgimento di questi 
virus nella patogenesi della SM, avvalorando quindi la tesi che i fenomeni 
immunopatogenici alla base della malattia possano essere determinati da un 
superantigene codificato da un retrovirus endogeno della famiglia HERV-W, 
transattivato dall’Herpesvirus di Epstein-Barr. 
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9. FIGURE E TABELLE 
 
 
 
Figura 3. Genoma di un retrovirus. 
R: regione R (18-250 pb) formata da sequenze ripetute ad entrambe le estremità del genoma; U5: (75-250 
pb) sequenza non-codificante in 5’; PBS: Primer Binding Site (sito di legame del tRNA primer); Leader: 
sequenza non-tradotta (90-500 pb) a valle del punto di inizio di trascrizione presente in 5' di tutti i mRNA 
del virus. PPT: Polypurine tract (regione polipurinica) responsabile dell'inizio della trascrizione inversa 
del filamento +; U3: sequenza non-codificante in 3’. 
 
 
 
Figura 4. Composizione del genoma umano (Dolei, 2006). 
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Figura 3.Genoma di EBV 
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 Figura 4a. Espressione basale di MSRVenv e sincitina-1 in cellule astrocitarie U-87MG. 
Le U-87MG sono state trattate per l’estrazione dell’RNA messaggero seguita da amplificazione mediante Real Time 
RT-PCR quantitativa relativa utilizzando primers e sonde specifiche in grado di discriminare tra i due geni. I livelli di 
espressione, sono stati normalizzati con quelli del gene invariante (GAPDH) utilizzando la formula del 2-ΔCt . 
 
 
 
Figura 4b. Espressione della proteina HERV-Wenv sulla membrana delle U-87MG 
Le U-87MG in PBS sono state incubate l’anticorpo policlonale anti-HERV-Wenv. La tipizzazione citofluorimetrica è 
stata effettuata utilizzando un citofluorimetro FACSCaliburs (Becton-Dickinson). Sono stati acquisiti 9x104 eventi . 
In ascissa è riporta l’intensità di fluorescenza e in ordinata il numero di cellule che esprimono l’antigene (diagramma 
di distribuzione). 
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Figura 5. Cinetica di espressione di MSRVenv e sincitina-1 in cellule astrocitarie U-87MG dopo co-coltivazione con le 
cellule B-958  
Le colture di astroglioma sono state seminate in piastre transwell per la cocoltivazione, aventi filtri da 0,4µm sui quali sono 
state seminate le cellule B95-8. Dopo 24, 48h le U-87MG sono state raccolte e trattate come da materiali e metodi. Il grado di 
espressione di MSRVenv e della sincitina è stato valutato mediante Real Time RT-PCR quantitativa-relativa.I valori sono 
riportati come incremento relativo delle condizioni esposte ad EBV (barre nere) rispetto ai controlli non trattati (barre 
bianche) e normalizzate rispetto ai livelli di espressione del gene invariante GAPDH. 
 
Figura 6. Effetti della proteina ricombinante EBVgp350 sull’espressione di MSRVenv e sincitina-1. 
Le U-87MG sono trattate con 2 dosi della proteina ricombinante EBVgp350 (10-100 ng/ml). Dopo 2, 6, 24h dal 
trattamento, le colture sono state raccolte e trattate per il saggio della Real Time PCR. Le variazioni nei livelli di 
espressione sono rappresentate come incremento relativo delle condizioni trattate con gp350 100ng/ml (linea nera) e 
gp350 10ng/ml (linea grigia), rispetto ai controlli non trattati e normalizzate rispetto ai livelli di espressione del gene 
invariante. 
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Figura 7. Specificità dell’azione della proteina ricombinante EBV gp 350 
Le U-87MG sono state trattate con la proteina neutralizzata, la sola gp350, l’anticorpo neutralizzante e un 
anticorpo non correlato come controllo del sistema. Il giorno seguente le cellule sono trattate come da 
materiali e metodi. I grafici mostrano le variazioni dell’espressione di MSRVenv (barre nere) e Sincitina 
(barre grigie) espresse come incremento relativo delle condizioni trattate rispetto al controllo non trattato. 
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Figura 8a. Western blot di un estratto 
proteico di cellule U-87MG transfettate 
con 50pnmoli di siRNA-p65 e con/senza 
10 ng/ml di gp350. Le bande vengono 
rilevate tramite anticorpi anti-p65. Gli 
anticorpi anti-Grb2 sono stati usati come 
controllo per caricare la stessa quantità 
di proteine in ogni pozzetto. 
     1      2      3      4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8b. Espressione di MSRVenv e sincitina-1 in U-87MG dopo trattamento con la EBVgp350 in presenza e 
in assenza del siRNA-p65. 
Le colture cellulari sono state transfettate con l’RNA antisenso siRNA-p65 come in materiali e metodi. 24 ore dopo 
sono state trattate con la EBVgp350 alla concentrazione di 10 ng/ml e il giorno successivo sono state trattate per il 
saggio della Real Time PCR.  I dati vengono espressi come incremento relativo delle condizioni trattate rispetto a 
quelle non trattate ottenuti con il metodo del 2-ΔΔCt. 
 
 
 
 
Figura 9a. Espressione basale di MSRVenv e sincitina-1 nelle PBMC e negli MDM 
Le PBMC di donatori MSRV producenti e gli MDM, sono stati trattati per l’estrazione degli RNA 
messaggeri e amplificazione mediante Real Time RT-PCR. I livelli di espressione mostrati sono stati 
normalizzati con quelli del gene invariante (GAPDH) utilizzando la formula del 2‐ΔCt . 
 
 
 
f  
 
Figura 9b. Espressione basale di MSRVenv e sincitina-1 nelle sottopopolazioni di PBMC. 
Le PBMC sono state separate nelle differenti sottopopolazioni (linfociti B, linfociti T, NK e monociti) e 
trattati per il saggio della Real Time RT-PCR, come in materiali e metodi. Nel grafico vengono mostrati i 
livelli di espressione di MSRVenv (barre nere) e Sincitina (barre grigie), normalizzati con quelli del gene 
invariante (GAPDH) utilizzando la formula del 2‐ΔCt . 
. 
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Figura 10a. Espressione della proteina HERV-Wenv sulla membrana delle PBMC. 
Le sospensioni cellulari in PBS sono state incubate con anticorpi monoclonali marcati con fluorocromi differenti (PE, 
PerCp, APC, ecc) e un anticorpo policlonale anti-HERV-W. La tipizzazione citofluorimetrica è stata effettuata 
utilizzando un citofluorimetro FACSCaliburs (Becton-Dickinson). Sono stati acquisiti 5x104 eventi La figura illustra 
gli istogrammi per ciascuna popolazione studiata; l’ascissa riporta l’intensità di fluorescenza e l’ordinata il numero di 
cellule che esprimono l’antigene (diagramma di distribuzione). 
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Figura 10b. Tipizzazione fenotipica delle popolazione HERV-Wenv positiva 
La popolazione ENV+ ottenuta attraverso separazione magnetica con l’anticorpo policlonale anti-HERV-Wenv dalle 
PBMC in toto, come descritto in materiali e metodi, è stata caratterizzata al citofluorimetro utilizzando anticorpi 
monoclonali anti-CD4 CD8, CD20 CD14 CD 56. Nei grafici sono rappresentate le variazioni dei rapporti percentuali 
delle varie sottopopolazioni di PBMC, nella popolazione Env+ rispetto ai controlli.  
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Figura 11. Modulazione dell’espressione di MSRVenv e sincitina-1 da parte della EBVgp350nelle PBMC 
Le PBMC di donatori MSRV producenti e le rispettive sottopopolazioni derivate (monociti, MDM, linfociti B, 
linfociti T e NK), sono state trattate con dosi scalari (1- 10- 30- 100 ng/ml) di EBVgp350. Dopo 24h le cellule sono 
state trattate come in Materiali e Metodi.  I valori sono espressi come incremento relativo delle condizioni trattate 
rispetto al controllo dopo normalizzazione rispetto ai livelli del gene invariante. 
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Tabella 1. Suddivisione in generi della famiglia delle Retroviridae. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Genere Esempi Caratteristiche 
Alpharetrovirus AEV Virus aviario dell’eritroblastosi 
Betaretrovirus MMTV Virus del tumore mammario del topo 
Virus esogeni ed endogeni 
Gammaretovirus Virus della leucemia felina 
Virus esogeni ed endogeni FeLV 
Deltaretrovirus BLV Virus della leucemia dei bovini 
 HTLV-I, HTLV-II Causa il linfoma delle cellule T 
umane dell’adulto 
Epsilonretrovirus WDSV Virus del sarcoma del “walleye” 
(lucioperca nordamericana, Stizostedion 
vitreum) 
Lentivirus HIV-1, HIV-2 Causa l’AIDS nell’uomo 
 SIV Causa immunodeficienza acquisita 
nella scimmia 
Spumavirus HSRV (spumaretrovirus Orfani di malattia 
umano) Virus esogeni ed endogeni 
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Gene amplificato Sequenza nucleotidica 5’-3’ 
MSRVenv Fw 5’CTTCCAGAATTGAAGCTGTAAAGC3’ 
MSRVenv Rew 5’-GGGTTGTGCAGTT  GAGATTTCC-3’
MSRVenv  
Sonda TaqMan® 
FAM-5’-TTCTTCAAAT RA GGAGCCCCAGATGCAG-3’-TAM
 
Sincitina-1 Fw 5’-AC GTCTCTTCCTTT AGAATCG-3’ 
Sincitina-1 Rew 5’-GCGGTAGATCTTAGTCTTGG-3’ 
Sincitina-1  FAM-5’-tgcAtcTtgGgcTcca
Sonda LNA®  
t-3’-BHQ1 
 
 
Gene amplificato Sequenza nucleotidica 5’-3’ 
CD21 Fw 5’-GAGGCTCTACACCCTACAGACA-3’ 
CD21 Rew 5’-GTCACAGACAATCCTGGAGCAA-3’ 
 
Tabella 2. Primers e Sonde per Real Time PCR 
 
 
Gene amplificato Sequenza nucleotidica 5’-3’ 
GAPDH Fw 5’-CAAGGAGTAAGACCCCTGGAC-3’ 
GAPDH Rev 5’-TCTACATGGCAACTGTGAGGAG-3’ 
GAPDH,  
Sonda TaqMan® 
ROX-5’-1 CCAGCCCCAGCA Q2 A AGAGCACAAGA-3’-B
